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ABSTRAK 
 
Nama  : Salmiwanti 
Nim  : 60500111063 
Judul  : Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder Fraksi N-Heksana Daun Pegagan 
(Centella asiatica L. Urb) dan Uji Antibakteri terhadap Mycobacterium 
tuberculosis. 
 
 Penyakit infeksi seperti TBC merupakan penyakit yang banyak diderita oleh 
masyarakat dan terus berkembang dari waktu ke waktu dalam dunia kesehatan. 
Sebagian besar masyarakat menggunakan tumbuhan liar seperti pegagan untuk 
meredakan rasa sakit yang diderita. 
 Pegagan (Centella asiatica L. Urb) merupakan salah satu tumbuhan liar yang 
banyak ditemukan di Indonesia dan dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai obat. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi jenis senyawa yang terdapat dalam fraksi n-
heksana daun pegagan dan untuk mengetahui konsentrasi optimal senyawa bioaktif 
daun pegagan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis. 
 Ekstrak metanol daun pegagan diperoleh melalui proses maserasi menggunakan 
pelarut metanol, lalu diuapkan dengan rotary evaporator. Ekstrak tersebut kemudian 
dipartisi dengan pelarut n-heksana. Fraksi n-heksana yang diperoleh diuapkan hingga 
kental kemudian dilanjutkan ketahap fraksinasi, pemurnian dan identifikasi dengan uji 
fitokimia, analisis spektroskopi UV-Vis dan FTIR. Senyawa hasil isolasi kemudian diuji 
bioaktifitas antibakterinya dengan menggunakan metode MODS.  
 Hasil penelitian menunjukkan senyawa fraksi n-heksana yang terdapat dalam 
daun pegagan adalah senyawa golongan Alkaloid. Hasil uji antibakteri senyawa bioaktif 
dari daun pegagan mampu menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium 
tuberculosis secara optimal pada konsentrasi 60%, 80% dan 100% yang ditandai dengan 
tidak adanya pertumbuhan bakteri.  
 
Kata kunci : Alkaloid, Bakteri Mycobacterium tuberculosis, Daun pegagan dan Fraksi  
n-heksana daun pegagan. 
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ABSTRACT 
 
Name   : Salmiwanti 
Nim   : 60500111063 
Thesis Tittle  : Isolation of Secondary Metabolits N-Hexane Fraction of Centella    
 asiatica leaf (Centella asiatica L. Urb) and Antibacterial Test 
 against Mycobacterium tuberculosis. 
 
 
 Centella (Centella asiatica L. Urb) is one of the wild plants which are found 
in Indonesia and used by the community as a medicine. This study aims to isolate the 
kind of compound contained in n-hexane fraction centella asiatica leaf and to determine 
the optimal concentration of bioactive compounds gotu kola leaves in inhibiting the 
growth of bacteria Mycobacterium tuberculosis. centella asiatica leaf methanol extract 
obtained by maceration using methanol, then evaporated with a rotary evaporator. 
extract is then partitioned with n-hexane. n-hexane fraction obtained is evaporated until 
thick and then proceed to the stage fractionation, purification and identification with 
phytochemical test, analysis of UV-VIS spectroscopy and FTIR. isolated compounds 
were then tested antibacterial bioactivity using MODS. the results showed the 
compound n-hexane fraction contained in centella asiatica leaves are compound 
alkaloids. Antibacterial test results bioactive compounds of centella asiatica leaf can 
inhibit the growth of bacteria Mycobacterium tuberculosis optimally at a concentration 
of 60%, 80% and 100%, which is characterized by the absence of bacterial growth. 
 
keywords: alkaloids, the bacteria Mycobacterium tuberculosis, centella asiatica leaf, 
and n-hexane fraction of Centella asiatica leaf 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang Masalah 
Keanekaragaman hayati yang ada di bumi ini tak hanya digunakan sebagai 
bahan pangan ataupun untuk dinikmati keindahannya saja, tetapi dapat juga bermanfaat  
sebagai  bahan  untuk  mengobati  berbagai  jenis  penyakit. Di Negara berkembang 
seperti Indonesia ini penggunaan tumbuh-tumbuhan untuk pengobatan masih sangat 
sering dilakukan. Salah satunya tanaman pegagan yang dianggap sebagai rumput liar 
ternyata digunakan oleh masyarakat dan bermanfaat untuk menurunkan demam, 
mengobati diare, campak, wasir, darah tinggi dan penambah daya ingat.
1
  
Manfaat dari tumbuh-tumbuhan telah lebih awal dijelaskan oleh Allah dalam 
firmanNya antara lain dalam Qs. Ar-Rad/13:4. 
 
                                  
                           
Terjemahnya:  
 
 “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-
kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon korma yang bercabang dan 
yang tidak bercabang, disirami dengan air yang sama.  Kami  melebihkan 
sebahagian tanam-tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang 
rasanya. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda 
(kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.
2
 
                                               
1Kerta Nengah Besung, “Pegagan (Centella aisatica)  Sebagai  Alternative Pencegahan Infeksi 
Pada Ternak”, Jurnal Penelitian, Vol. 2. No. 1 ( 2009), h. 115. 
 2Departemen Agama RI, Al-Qur’an dan Terjemahnya (Jakarta:CV. Pustaka Al-Kautsar , 2009), 
h. 250. 
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Penjelasan ayat tersebut dengan terang menyatakan bahwasanya Allah telah 
menciptakan beranekaragam tanaman di muka bumi dengan masing-masing perbedaan 
baik dari bentuk, rasa dan manfaatnya. Keanekaragaman yang Allah ciptakan 
menunjukkan tanda-tanda akan kekuasaan Allah yang jelas hanya diketahui bagi orang-
orang yang mau berpikir. Al-quran tidak hanya memberikan informasi sebatas 
keanekaragaman yang Allah ciptakan tetapi Al-quran juga memberikan isyarat agar 
memperhatikan dan mempelajari bagaimana tumbuhan itu dibedakan.  Dalam Tafsir 
Al-Muntakhab telah menjelaskan penyebab terjadinya perbedaan terhadap sifat tumbuh-
tumbuhan yaitu tanah. Secara ilmiah diketahui bahwa tanah persawahan terdiri atas 
butir-butir mineral yang beraneka ragam sumber, ukuran dan susunannya, air yang 
bersumber dari hujan, udara, zat organik yang berasal dari limbah tumbuh-tumbuhan 
dan mahluk hidup lainnya yang ada diatas maupun didalam lapisan tanah. Lebih dari itu 
terdapat pula berjuta-juta mahluk hidup yang amat halus yang tidak dapat dilihat dengan 
mata telanjang karena ukurannya yang sangat kecil.
3
 
Menurut Katsir, Allah swt telah mengingatkan atas tanda-tanda yang ada di 
langit, Dia mengingatkan atas apa yang Dia ciptakan di bumi, berupa benda-benda yang 
menakjubkan dan berbagai macam sesuatu, diantaranya tumbuh-tumbuhan dengan 
berbagai macam warna dan bentuknya termasuk kegunaan dan keistimewaannya. 
Kesemuanya itu sebagai bukti atas kekuasaan-Nya yang nyata dan kerajaanNya yang 
agung bagi kaum yang memikirkan tentang Allah dan memahami bukti-buktiNya.
4
 
                                               
 3M. Quraish Shihab, Tafsir Al-Mishbah: Pesan, Kesan dan Keserasian Al-Quran vol. 6 (Jakarta: 
Lentera Hati, 2004), h. 212-213. 
4Luba abut tafsir min Ibnu, Tafsir Ibnu Katsir Jilid III, terj. M. Abdul Ghoffar E.M, Abdurrahim 
Mu’thi dan Abu Ihsan Al-Atsari, Al-Quran : Tafsir (Jakarta: Pustaka Imam asy-Syafi’I, 2005), h. 308. 
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 Tanaman pegagan merupakan salah satu jenis tanaman yang mempunyai 
beberapa efek farmakologi diantaranya antiperetik, antimikroba dan antibakteri. 
Penelitian sebelumnya dilakukan oleh Jagtap dkk (2002)
5
 yang menunjukkan bahwa 
aktivitas antimikroba ekstrak etanol pegagan merupakan ekstrak yang paling aktif 
dibandingkan ekstrak petroleum eter dan ekstrak air. Penelitian ini dilanjutkan  oleh 
Fahrina Rachmawati, dkk (2010) telah membuktikan bahwa fraksi kloroform dari 
ekstrak etanol daun pegagan dapat menghambat pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis 
dengan konsentrasi yang semakin tinggi akan semakin bagus dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri tersebut.
6
 
Bakteri Bacillus subtilis memiliki bentuk yang sama dengan bakteri 
Mycobacterium tuberculosis yaitu berbentuk batang. Akan tetapi, bakteri Bacillus 
subtilis tidak tergolong sebagai bakteri pathogen sedangkan bakteri Mycobacterium 
tuberculosis merupakan bakteri pathogen yang sangat banyak ditemukan di masyarakat, 
Mycobacterium tuberculosis ini dapat menularkan kuman tuberculosis dengan mudah 
melalui udara, percikan dahak atau ludah penderita TBC. Oleh sebab itu, penyakit TBC 
sering disebut penyakit menular. Hampir 15 juta orang pertahunnya meninggal 
disebabkan oleh penyakit infeksi seperti TBC.
7
 
Penelitian di Indonesia tentang tanaman pegagan sebagai antiperetik sudah 
banyak dilakukan tetapi penelitian tentang tanaman pegagan sebagai antibakteri belum 
                                               
 5Jagtap,N.S., Khadabadi,S.S.,dan Ghorpade, D.S., Antimicrobial and Antifungal Activity Of 
Centella asiatica L. Urb, Umbeliferae, Research J. pharm and Tech, 2009, h. 328-330. 
 6Fahrina Rachmawati, dkk, Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Kloroform Ekstrak Etanol Daun 
pegagan (Centella asiatica L. Urb)serta Identifikasi Senyawa Aktifnya (Yogyakarta: UGM, 2010), h. 10. 
7Ahyar Ahmad,dkk, Pemurnian, Sintesis dan Bioaktivitas Senyawa Metabolit Sekunder dari 
Beberapa Varietas Daun Miana terhadap Pertumbuhan Bakteri Mycobacterium tuberculosis (Makassar: 
Universitas Hasanuddin, 2012), h. 2. 
 
4 
 
banyak dilakukan terutama untuk bakteri Mycobacterium tuberculosis. Dengan hal ini, 
peneliti terdorong untuk melakukan penelitian ini dengan harapan tanaman pegagan ini 
dapat digunakan sebagai obat tradisional antibakteri yang berguna bagi masyarakat. 
 
B. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu: 
1. Jenis senyawa bioaktif apa yang terdapat dalam ekstrak n-heksana daun pegagan 
yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis? 
2. Berapakah konsentrasi optimal senyawa bioaktif daun pegagan dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis? 
 
C. Tujuan Penelitian 
Sesuai dengan rumusan masalah yang telah dirumuskan, tujuan dari penulisan 
yang hendak dicapai adalah sebagai berikut : 
1. Untuk mengisolasi senyawa bioaktif yang terdapat dalam ekstrak n-heksana 
daun pegagan. 
2. Untuk mengetahui konsentrasi optimal senyawa bioaktif daun pegagan dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis. 
 
D. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini yaitu : 
1. Memberikan informasi bahwasanya ekstrak n-heksana daun pegagan dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis penyebab 
penyakit TBC. 
2. Komponen senyawa aktif yang diperoleh dapat digunakan sebagai model 
senyawa bahan dasar obat antibakteri baru pada penyakit TBC. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
 
A. Tanaman Pegagan  
Pegagan merupakan salah  satu  tanaman   obat  yang  tumbuh   pada  ketinggian 
tempat 1-2.500 m di atas permukaan laut (dpl). Tanaman ini termasuk  famili  
Umbelliferae  yang  dikenal  secara internasional dengan nama Asiatic pennywort, 
Indian pennywort ataupun gotu cola. Di beberapa daerah di Indonesia,  tanaman  ini 
dikenal  dengan  nama  rumput  kaki kuda atau antanan, Pegaga (Aceh), pengaga, daun 
pengaga, kaki kuda, rumput kaki kuda (Melayu); pegago, pugago (Minangkabau),  
antanan  bener,  antanan  gede, antanan rambat, ki antanan, cowet gompeng (Sunda), 
gagan-gagan, ganggagan, kerok batok, panegowang, panigowang,  pacul  gowang, 
rendeng,  calingan rambat (Jawa), gan-ganan, kos-tekosan (Madura), pengaga,   piduk,   
tapak   kuda,   tapal   kuda   (Bali), pegaga, wisu-wisu (Makasar), cipubalawo, daun 
tungke-tungke  (Bugis),  kuku  kuda  (Medan), sarowati, kori-kori (Halmahera), kolitidi 
menora (Ternate), dogauke, gogauke, dan sandanan (Papua).
8
 
 
 
 
 
 
G ambar 2. 1.  Tanaman Pegagan  
                                               
8Sjamsul  Arifin Acmad,  Ilmu  Kimia  Dan Kegunaan:  Tumbuh  –  Tumbuhan  Obat Indonesia ( 
Bandung: ITB, 2008), h. 20. 
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1. Morfologi Tanaman Pegagan  
Pegagan  merupakan  tanaman penutup  tanah.  Dengan  batang  horizontal  (yang  
dinamai  stolon),  disetiap  ruas keluar  akarnya.   Pegagan  merupakan   tanaman  
menahun yang memiliki rimpang pendek dan stolon-stolon  yang merayap, 
panjangnya  10 - 80 cm,  akar  keluar  dari  setiap  bongol,   dan  banyak  
bercabang.   Daun  tunggal berbentuk  ginjal,  panjang  berkisar  5  -  15  cm,  tepi  
bergerigi,  kadang  agak berambut, letaknya tersusun dalam roset akar dan berkumpul 
2 – 10 helai daun. Bunga  berwarna  putih  atau  merah  muda,  bertangkai,  tersusun  
dalam  karangan berupa payung, tunggal atau 3 – 5 bunga bersama - sama keluar dari 
ketiak daun. Buahnya kecil bergantung,  berbentuk  lonjong atau pipih, panjang 2 – 
2,5 mm, baunya wangi, tetapi rasanya pahit yang disebabkan oleh zat vellarine.
2
 
2. Taksonomi Tanaman Pegagan  
Secara taksonomi, Pegagan diklasifikasikan sebagai berikut:
3
 
Divisi  : Spermatophyta 
Sub divisi : Angiospermae 
Kelas  : Dicotyledoneae 
Subkelas  : Polypetale 
Ordo  ` : Umbellales 
Famili  : Umbelliferae (Apiaceae) 
Genus   : Centella 
Spesies  : asiatica L. Urb 
  
                                               
  2Hembing dan Setiawan, Ramuan Tradisional untuk Pengobatan Darah Tinggi (Jakarta: Penebar 
Swadaya, 2004), h. 26. 
3W. P. Winarto dan M. Surbakti, Khasiat dan Manfaat Pegagan, (Agromedia Pustaka : 2003), h. 64. 
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3. Kandungan Kimia Tanaman Pegagan  
Komponen kimia yang terkandung dalam Pegagan adalah saponin, alkaloid, flavonoid, 
steroid, triterpenoid dan glikosida. Zat kimia yang terdapat dalam pegagan antara lain 
yaitu  asiaticoside, madasiatic acid, madecassoside yang berasal dari golongan 
triterpenoid dan  biasanya diperoleh dari ekstrak metanol dan etanol. Dan zat kimia 
brahmoside, brahmic acid, brahminoside, vellarine berasal dari golongan saponin yang 
biasanya diperoleh dari ekstrak etanol dan n-heksana serta garam mineral seperti kalium, 
natrium, magnesium, kalsium dan besi. Diduga glikosida triterpenoida yang disebut 
asiaticoside merupakan antilepra dan penyembuh luka yang sangat luar biasa.
5
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.2 Struktur Asiaticosida 
 
                                               
5Kerta Nengah Besung, “Pegagan (Centella aisatica)  Sebagai  Alternative Pencegahan Infeksi Pada 
Ternak”, Jurnal Penelitian, Vol. 2. No. 1 ( 2009), h. 115. 
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Gambar 2.3 Struktur Madecassosida 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.4 Struktur Madasiatic Acid 
 
 
 
 
 
Gambar 2.5 Struktur Brahmic Acid 
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4. Manfaat  Tanaman Pegagan 
Pegagan atau Hydrocotyle asiatica, Linn atau Pasequinus, Rumph, telah lama 
dimanfaatkan sebagai obat tradisional baik dalam bentuk bahan segar, kering maupun 
dalam bentuk ramuan. Tanaman ini telah terbukti memiliki efek farmakologi yang telah 
terbukti dari beberapa   penelitian,   di   Australia pegagan  telah  banyak  dimanfaatkan  
sebagai  obat untuk penyembuhan luka, radang, reumatik, asma, wasir, tuberculosis, 
lepra, disentri, demam, dan penambah selera makan. Selain itu, pegagan juga mudah 
didapat yang banyak ditemukan didaerah perkebunan, ladang, tepi jalan, pematangan 
sawah ataupun di ladang yang agak basah.
6
 
 
B.  Senyawa Metabolit Sekunder  
Metabolit sekunder adalah senyawa metabolit yang tidak esensial bagi pertumbuhan 
organisme dan ditemukan dalam bentuk yang unik atau berbeda beda antara spesies 
yang satu dan lainnya. Setiap organisme biasanya menghasilkan senyawa metabolit 
sekunder yang berbeda-beda, bahkan mungkin satu jenis senyawa metabolit sekunder 
hanya ditemukan pada satu spesies dalam suatu kingdom. Senyawa ini juga tidak selalu 
dihasilkan, tetapi hanya pada saat dibutuhkan saja atau pada fase-fase tertentu.
7
 
 Para peneliti biasanya mempelajari suatu tanaman yang secara tradisional 
digunakan untuk pengobatan penyakit tertentu, dan kemudian mengisolasi senyawa 
aktif yang terkandung di dalamnya. Tumbuhan menghasilkan berbagai molekul bioaktif 
                                               
6Kerta Nengah Besung, “Pegagan (Centella aisatica)  Sebagai  Alternative Pencegahan Infeksi Pada 
Ternak”, h. 115. 
7Sudjadi, Bioteknologi Kesehatan, (Penerbit Kanisius: Yogyakarta, 2008), h. 24. 
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melalui jalur metabolit sekunder. Senyawa ini diduga sebagai alat pertahanan diri dari 
infeksi dan predator.
8
 
 Beberapa senyawa obat dari tanaman tetap diperoleh dengan cara ekstraksi 
dari bagian tanaman itu. Sedangkan beberapa senyawa lain dapat dibuat, paling tidak 
sebagian dengan sintesis kimia. Modifikasi kimia pada beberapa senyawa aktif dari 
tanaman menghasilkan berbagai senyawa dengan khasiat lebih kuat. Senyawa obat dari 
tanaman dapat dikelompokkan sebagai alkaloid, flavonoid, terpen, terpenoid dan steroid 
seperti kinin, kumarin, salisilat dan santin.
9
 
1. Terpenoid 
a. Tinjauan Umum Terpenoid 
Terpenoida merupakan komponen-komponen tumbuhan yang mempunyai bau dan 
dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan dan disebut sebagai minyak atsiri. 
Minyak atsiri yang berasal dari bunga pada awalnya dikenal dari penentuan struktur 
secara sederhana, yaitu dengan perbandingan atom hidrogen dan atom karbon dari suatu 
senyawa terpenoid yaitu 8 : 5 dan dengan perbandingan tersebut dapat dikatakan bahwa 
senyawa tersebut adalah golongan terpenoid.
10
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          kepala 
        Gambar 2.6 Struktur Unit Isopren 
                                               
8Sudjadi, Bioteknologi Kesehatan, h. 24. 
9Sudjadi, Bioteknologi Kesehatan, h. 24-25. 
10Sovia Lenny, Senyawa Terpenoida dan Steroida (Medan: Jurusan MIPA Universitas Sumatera Utara, 
2006), h. 15.   
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Terpenoid memiliki beberapa nilai kegunaan bagi manusia, antara lain minyak atsiri 
sebagai dasar wewangian, rempah-rempah serta sebagai cita rasa dalam industri 
makanan. Fungsi terpenoid bagi tumbuhan adalah sebagai pengatur pertumbuhan 
(seskuitertenoid abisin dan giberelin), karotenoid sebagai pewarna dan memiliki peran 
membantu fotosintesis.
11
 
b. Klasifikasi terpenoid 
Menurut J.B Harborne (1987)
12
, senyawa terpenoid diklasifikasikan ke dalam 4 
senyawa, yaitu : 
1)  Minyak Atsiri 
Bagian utama dari minyak atsiri adalah terpenoid, biasanya terpenoid terdapat pada 
fraksi atsiri yang tersuling-uap. Zat inilah penyebab wangi, harum atau bau yang khas 
pada banyak tumbuhan. Secara kimia, terpena minyak atsiri dapat dipilah menjadi dua 
golongan, yaitu monoterpena dan seskuiterpena, berupa isoprenoid C10 dan C15 yang 
jangka titik didihnya berbeda (titik didih monoterpena 140-180
o
C, titik didih 
seskuiterpena > 200
o
C). 
2)  Diterpenoid dan giberelin 
Diterpenoid meliputi golongan senyawa yang secara kimia beraneka ragam, semuanya 
mempunyai kerangka karbon C20 yang berasal dari empat satuan isoprena, kebanyakan 
penyebarannya sangat terbatas. Ada tiga kelas diterpenoid, yaitu diterpena damar, 
diterpena racun dan giberelin. 
                                               
11M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”, Jurnal Ilmu Kelautan Universitas Hasanuddin (2013), h. 15. 
12
J.B Harbone., Metode Fitokimia  (Penerbit ITB: Bandung, 1987), h. 127-158. 
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Kelas diterpenoid yang ketiga adalah giberelin, segolongan hormone yang merangsang 
pertumbuhan secara umum dan diketahui sangat tersebar luas pada tumbuhan. 
3) Triterpenoid dan steroid 
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari enam satuan 
isoprene dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, yaitu skualena. 
Senyawa ini berstruktur siklik, kebanyakan berupa alkohol, aldehida atau asam 
karboksilat.  
Sterol adalah triterpena yang kerangka dasarnya berupa sistem cincin siklopentana 
perhidrofenantrena. Dahulu sterol dianggap sebagai senyawa satwa (sebagai hormone 
kelamin, asam empedu dan lain-lain), tetapi pada tahun-tahun terakhir ini makin banyak 
senyawa tersebut ditemukan dalam jaringan tumbuhan. 
Steroid merupakan golongan dari senyawa triterpenoid. Adapun contohnya adalah 
sterol, sapogenin, glikosida jantung dan vitamin D.
13
 
4) Karotenoid 
Karotenoid yaitu tetraterpenoid C40, merupakan golongan pigmen yang larut dan 
terdapat dalam semua jenis tumbuhan. Melalui makanan, karotenoid juga merupakan 
sumber warna hewan yang cemerlang, seperti pada flamingo, bintang laut (asteroida), 
udang satang (homarus) dan bulu babi (echinoida). 
Pada tumbuhan karotenoid mempunyai dua fungsi, yaitu sebagai pigmen pembantu 
dalam fotosintesis dan sebagai pewarna dalam bunga dan buah. 
 
                                               
13M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15. 
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c. Deteksi terpenoid 
Terpenoid umumnya larut dalam lemak dan terdapat di dalam sitoplasma sel tumbuhan. 
Kadang-kadang minyak atsiri terdapat di dalam sel kelenjar yang ada pada permukaan 
daun.
14
 
Terpenoid dapat diekstraksi dari jaringan tumbuhan dengan memakai eter minyak bumi, 
eter atau kloroform. Pemisahannya dapat dilakukan secara kromatografi dengan silika 
gel atau alumina memakai pelarut di atas. 
15
 
2. Steroid 
a) Tinjauan umum steroid 
Percobaan-percobaan biogenetik menunjukkan bahwa steroid yang terdapat di alam 
berasal dari triterpenoid. Steroid yang terdapat dalam jaringan hewan berasal dari 
triterpenoid lanosterol sedangkan yang terdapat dalam jaringan tumbuhan berasal dari 
triterpenoid sikloartenol setelah triterpenoid ini mengalami serentetan perubahan 
tertentu.
16
 
 
 
 
         
            Gambar 2.7 Struktur Dasar Steroid 
                                               
14J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 129. 
15J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 129. 
16
 Sovie Lenny, “Senyawa Terpenoida dan Steroida”, h. 16. 
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Steroid alami berasal dari berbagai transformasi kimia dari triterpena yaitu lanosterol 
dan saikloartenol. Senyawa steroid dapat digunakan sebagai bahan dasar pembuatan 
obat.
17
 
b) Klasifikasi steroid 
Steroid adalah triterpen yang kerangka dasarnya sistem cincin siklopentana 
perhidrofenantren. Steroid umumnya terdapat dalam bentuk bebas dan sebagai glikosida 
sederhana. Steroid banyak terdapat dalam jaringan tumbuhan tingkat tinggi maupun 
tumbuhan tingkat rendah.
17
 
Steroid terdiri atas beberapa kelompok senyawa dan pengelompokan ini didasarkan 
pada efek fisiologis yang diberikan oleh masing-masing senyawa. Kelompok-kelompok 
itu adalah sterol, asam-asam empedu, hormone seks, hormone andrenokortikod, aglikon 
kardiak dan sapogenin.
18
 
c) Deteksi steroid 
Deteksi senyawa steroid hampir sama dengan deteksi senyawa terpenoid yaitu 
menggunakan pereaksi Lieberman-Burchard kemudian disemprotkan dengan asam 
sulfat pekat, anhidrida asetat dan kloroform. Pelarut yang paling sederhana yaitu air 
digunakan sebagai penyemprot untuk mendeteksi adanya senyawa steroid pada plat 
KLT.
19 
 
 
                                               
17M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15. 
17J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 148. 
18Sovie Lenny, Senyawa Terpenoida dan Steroida, h. 15. 
19J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 152. 
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3. Flavonoid 
a. Tinjauan umum flavonoid 
Flavonoid adalah sekelompok besar senyawa polifenol tanaman yang tersebar luas 
dalam berbagai bahan makanan dan dalam berbagai konsentrasi. Kandungan senyawa 
flavonoid dalam tanaman sangat rendah sekitar 0,25%. Komponen tersebut pada 
umumnya terdapat dalam keadaan terikat atau terkonjugasi dengan senyawa gula.
20
 
 
 
 
Gambar 2.8 Struktur Flavonoid 
Flavonoid umumnya terdapat dalam tumbuhan sebagai glikosida. Flavonoid terdapat 
pada seluruh bagian tanaman termasuk pada buah, tepung sari dan akar. Flavonoid pada 
tanaman berikatan dengan gula sebagai glikosida dan ada pula yang berada dalam 
aglikon.
21
 
Flavonoid merupakan senyawa yang terdiri dari C6–C3–C6. Flavonoid umumnya 
terdapat pada tumbuhan sebagai glikosida dan umumnya terdapat pada seluruh bagian 
tanaman termasuk pada buah, tepung sari dan akar. Flavonoid merupakan inhibitor kuat 
terhadap peroksidasi lipida, sebagai penangkap oksigen atau nitrogen yang reaktif dan 
juga mampu menghambat aktivitas enzim lipooksigenase dan siklooksigenase.
22 
 
                                               
20M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15. 
21 M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15-16. 
22M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 16. 
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b. Klasifikasi flavonoid 
Semua flavonoid dari strukturnya merupakan turunan senyawa induk flavon, terdapat 
pada tumbuhan Primula berupa tepung putih dan semuanya mempunyai sifat yang 
sama. Senyawa flavonoid diklasifikasikan ke dalam beberapa golongan, yaitu : 
1. Antosianin terdapat pada pigmen bunga merah marak, merah, merah senduduk 
dan biru, juga dalam daun dan jaringan lain. 
2. Proantosianidin merupakan senyawa tanpa warna, terdapat dalam galih dan daun 
tumbuhan berkayu. 
3. Flavonol, flavon dan glikoflavon merupakan ko-pigmen tanpa warna, terdapat 
dalam bunga sianik dan asianik dan tersebar luas dalam daun. 
4. Bioflavonil merupakan senyawa tanpa warna, hampir seluruhnya terbatas pada 
gimnospermae. 
5. Flavanon merupakan senyawa tanpa warna, terdapat dalam daun buah (terutama 
dalam citrus). 
6. Isoflavon merupakan senyawa tanpa warna, seringkali dalam akar dan hanya 
terdapat dalam satu suku, leguminosae. 
c. Deteksi flavonoid 
Flavonoid terdapat dalam tumbuhan sebagai campuran. Jarang sekali ditemukan 
flavonoid murni di dalam jaringan tumbuhan. Campuran yang sering ditemukan terdiri 
atas flavonoid yang berbeda kelas. Antosianin berwarna yang terdapat dalam bunga, 
hampir selalu disertai dengan flavon atau flavonol tanpa warna. Hasil penelitian terkini 
17 
 
telah membuktikan bahwa flavon merupakan ko-pigmen penting, karena sangat 
diperlukan untuk menyatakan warna antosianin secara menyeluruh dalam jaringan 
bunga. Biasanya antosianin juga terdapat sebagai campuran, terutama dalam bunga 
tanaman hias.
23
 
Penggolongan jenis flavonoida dalam jaringan tumbuhan mula-mula didasarkan kepada 
telaah sifat kelarutan dan reaksi warna. Kemudian diikuti dengan pemeriksaan ekstrak 
tumbuhan yang telah dihidrolisis secara kromatografi satu arah dan pemeriksaan ekstrak 
etanol secara dua arah. Akhirnya flavonoida dapat dipisahkan dengan cara kromatografi. 
Komponen-komponen tersebut diidentifikasi dengan membandingkan kromatografi dan 
spektrum dengan memakai senyawa pembanding.
24 
 
4. Alkaloid 
1) Tinjauan umum alkaloid 
Alkaloid merupakan senyawa organik terbanyak yang ditemukan di alam. Hampir 
seluruh alkaloid berasal dari tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis 
tumbuhan. Secara organoleptik, daun-daunan yang berasa sepat dan pahit, biasanya 
teridentifikasi mengandung alkaloid. Selain daun-daunan, senyawa alkaloid dapat 
ditemukan pada akar, biji, ranting dan kulit kayu.
25
 
 
 
                                               
23J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 71. 
24J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 72. 
25Sinly evan putra, “Alkaloid : Senyawa Terbanyak di Alam”, Situs Kimia Indonesia chem.-is-try.org 
(2012): h. 1. http : // www. chemistry. org/artikel kimia /biokimia /alkaloid senyawa_organik\  
Terbanyak_di_alam  (Diakses 09 februari 2014)  
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Gambar 2.9  Struktur Alkaloid 
Alkaloid biasanya tanpa warna, seringkali bersifat optis aktif, kebanyakan berbentuk 
kristal tetapi hanya sedikit yang berupa cairan (misalnya nikotina) pada suhu kamar. 
Alkaloid merupakan turunan yang paling umum dari asam amino. Secara kimia, 
alkaloid merupakan suatu golongan heterogen. Secara fisik, alkaloid dipisahkan dari 
kandungan tumbuhan lainnya sebagai garamnya dan sering diisolasi sebagai kristal 
hidroklorida atau pikrat.
26
 
Alkaloid memiliki fungsi dalam bidang farmakologis antara lain sebagai analgetik 
(menghilangkan rasa sakit), mengubah kerja jantung, mempengaruhi peredaran darah 
dan pernafasan, antimalaria, stimulan uterus dan anaestetika lokal.
27
 
2) Klasifikasi alkaloid 
Menurut Sovia lenny, Sistem klasifikasi yang paling banyak diterima adalah menurut 
Hegnauer, dimana  alkaloida dikelompokkan  atas: 
a) Alkaloida sesungguhnya 
Alkaloida ini merupakan racun, senyawa tersebut menunjukkan aktivitas fisiologis yang 
luas, hampir tanpa terkecuali bersifat basa, umumnya mengandung nitrogen dalam 
cincin heterosiklik, diturunkan dari asam amino, biasanya terdapat dalam tanaman 
                                               
26M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,. h. 13-14. 
27M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar Terhadap 
Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,. h. 14. 
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sebagai garam asam organik. Beberapa pengecualian terhadap aturan tersebut adalah 
kolkhisin dan asam aristolokhat yang bersifat bukan basa dan tidak memiliki cincin 
heterosiklik dan alkaloida quartener yang bersifat agak asam daripada bersifat basa. 
b) Protoalkaloida 
Protoalkaloida merupakan amin yang relatif sederhana dimana nitrogen asam amino 
tidak terdapat dalam cincin heterosiklik. Protoalkaloida diperoleh berdasarkan 
biosintesa dari asam amino yang bersifat basa. Pengertian amin biologis sering 
digunakan untuk kelompok ini. 
c) Pseudoalkaloida 
Pseudoalkaloida tidak diturunkan dari precursor asam amino. Senyawa ini biasanya 
bersifat basa. Ada dua seri alkaloida yang penting dalam kelompok ini yaitu alkaloida 
steroidal dan purin. 
3) Deteksi alkaloid 
Secara kimia alkaloid banyak yang bersifat heterogen. Senyawanya tidak dapat 
diidentifikasi dalam ekstrak tumbuhan dengan menggunakan kromatografi tunggal. 
Pada umumnya sukar mengidentifikasi suatu alkaloid dari sumber tumbuhan baru tanpa 
mengetahui kira-kira jenis alkaloid apa yang mungkin ditemukan dalam tumbuh-
tumbuhan tersebut.
28
 
Kelarutan dan sifat lain alkaloid sangat berbeda-beda, cara penjaringan umum untuk 
alkaloid dalam tumbuhan mungkin tidak akan berhasil mendeteksi senyawa khas. 
Sebagai basa, alkaloid biasanya diekstraksi dari tumbuhan dengan pelarut alkohol yang 
                                               
28
J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 238. 
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bersifat asam lemah (HCl 1 M atau asam asetat 10%), kemudian diendapkan  dengan 
amonia pekat. Pemisahan pendahuluan dari bahan tumbuhan lainnya dapat diulangi atau 
pemurnian selanjutnya dilaksanakan dengan ekstrak pelarut (ekstraksi cair-cair).
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C.  Isolasi Senyawa Bahan Alam 
Isolasi adalah cara pemisahan komponen-komponen kimia yang terdapat dalam suatu 
bahan alam. Senyawa bahan alam sendiri adalah hasil metabolisme suatu organisme 
hidup (tumbuhan, hewan. sel) berupa metabolit primer dan sekunder. Sejauh ini telah 
diketahui bahwa tumbuhan memproduksi senyawa metabolit sekunder lebih banyak 
dibandingkan hewan. Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang telah berhasil 
diisolasi oleh manusia selanjutnya didayagunakan sebagai obat. Isolasi senyawa bahan 
alam terdiri dari beberapa tahap yaitu  ekstraksi, fraksinasi, pemurnian dan identifikasi 
serta karakterisasi. 
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1.  Ekstraksi 
 Proses eksraksi merupakan cara memisahkan zat terlarut melalui dua buah pelarut 
(biasanya cair) yang dapat melarutkan zat tersebut namun kedua pelarut ini tidak dapat 
saling melarutkan (immiscible). Sampel dilarutkan dalam rafinat yang berada dalam 
kontak dengan ekstrak sehingga terjadi perpindahan molekul zat terlarut karena 
perbedaan kelarutan di dalam kedua jenis pelarut. Dengan demikian, pemisahan cara 
kimia terjadi secara alami dalam dua pelarut cair-cair. Pada pembahasan teoritis 
mengenai ekstraksi, biasanya zat terlarut diekstrak oleh pelarut organik dari fase air. 
                                               
29J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 238. 
30Litbang, “Isolasi Senyawa Bahan Alam dalam Penelitian”, Lembaga Penelitian Mahasiswa Penalaran 
(2013): h. 1.  
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Dapat juga terjadi sebaliknya dan dengan demikian, penjelasan mengacu pada fase 
organik sebagai ekstrak utama.
31
 
Metode ekstraksi dibagi menjadi dua macam yaitu sebagai berikut:
32
 
a. Cara Dingin 
Ekstraksi cara dingin memiliki keuntungan dalam proses ekstraksi total yaitu 
memperkecil kemungkinan terjadinya kerusakan pada senyawa termolabil yang terdapat 
pada sampel. Sebagian besar senyawa dapat terekstraksi dengan ekstraksi cara dingin, 
walaupun ada beberapa senyawa yang memiliki keterbatasan larutan terhadap pelarut 
pada suhu ruangan. Ekstraksi cara dingin ada dua macam yaitu: 
1. Maserasi  
Maserasi adalah proses pengestrakan simplisia dengan menggunakan pelarut dengan 
beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan (kamar). Maserasi 
bertujuan untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan pemanasan maupun yang tidak 
tahan pemanasan. Maserasi dilakukan dengan beberapa kali pengocokan atau 
pengadukan pada temperatur kamar atau ruangan. 
2. Perkolasi 
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru dan sempurna (Exhausiva 
extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan. Prinsip perkolasi adalah 
dengan menempatkan serbuk simplisia pada suatu bejana silinder yang bagian 
bawahnya diberi sekat berpori. 
 
                                               
31Suryani Wonorahardjo, Metode-metode Pemisahan Kimia (Jakarta: Kademia, 2013), h. 103. 
32Istiqomah, “Perbandingan Metode Ekstraksi Maserasi dan Sokletasi terhadap Kadar PiperinBuah Cabe 
Jawa (Piperisretrofracti fructus), Skripsi. Jakarta: Program Studi Farmasi Fakultas Kedokteran dan Ilmu 
Kesehatan UIN Syarif Hidayatullah, 2013.h. 11-14. 
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b. Cara Panas 
1. Refluks  
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya selama waktu 
tertentu dan jumlah terbatas yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. 
Umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu pertama sampai 3-5 kali sehingga 
dapat termasuk ekstraksi sempurna. 
2. Soxhletasi 
Soxhletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang umumnya 
dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan jumlah pelarut 
yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. Biomassa ditempatkan dalam 
wadah soxhlet yang dibuat dengan kertas saring, melalui alat ini pelarut akan terus 
direfluks. Alat soxhlet akan mengosongkan isinya ke dalam labu dasar bulat setelah 
pelarut mencapai kadar tertentu. Setelah pelarut segar melewati alat ini melalui 
pendingin refluks, ekstraksi berlangsung sangat efisien dan senyawa dari biomassa  
secara efektif ditarik ke dalam pelarut karena konsentrasi awalnya rendah dalam pelarut. 
3. Digesti  
Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada temperatur ruangan 
(kamar) yaitu secara umum dilakukan pada temperatur 40-50˚C. 
4. Infus 
Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air (bejana infus 
tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96-98˚C selama waktu 
tertentu (15-20 menit). 
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5. Dekok 
Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (suhu lebih dari 30˚C) dan temperatur 
sampai titik didih air. 
Proses setelah maserasi dilakukan pemisahan campuran dengan menggunakan metode 
evaporasi. Proses evaporasi merupakan salah satu metode campuran dengan bantuan 
pompa vakum. Alat evaporator rotary dirancang untuk memindahkan pelarut yang 
mudah menguap (volatile solvent) dalam jumlah yang besar dari larutan  pada 
penurunan tekanan, meninggalkan komponen yang relatif tak mudah menguap. 
Evaporator rotary paling sering digunakan  untuk memindahkan pelarut pada pekerjaan 
ekstraksi dan kromatografi yang biasa digunakan dalam mengisolasi produk reaksi. 
Perbedaan utama pekerjaan ini dengan kerja destilasi pengurangan tekanan adalah 
dilakukannya pemutaran labu destilasi selama pemindahan pelarut. Pemutaran ini 
mempunyai dua fungsi penting yakni mencegah resiko bumping dan meningkatkan 
kecepatan pemindahan pelarut.
33
 
 
2.    Fraksinasi 
Fraksinasi adalah proses pemisahan suatu kuantitas tertentu dari campuran (padat, cair, 
terlarut, suspensi atau isotop) dibagi dalam beberapa jumlah kecil (fraksi) komposisi 
perubahan menurut bidangnya. Pembagian atau pemisahan ini didasarkan pada bobot 
dari tiap fraksi, fraksi yang lebih berat akan berada paling dasar sedang fraksi yang 
lebih ringan akan berada diatas. Fraksinasi bertingkat biasanya menggunakan pelarut 
organik seperti eter, aseton, benzena, etanol, diklorometana, atau campuran pelarut 
                                               
33Firdaus, Teknik dalam Laboratorium Kimia (Makassar: UnHas, 2011), h. 14. 
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tersebut. Asam lemak, asam resin, lilin, tanin, dan zat warna adalah bahan yang penting 
dan dapat diekstraksi dengan pelarut organik.
34
 
Kromatografi merupakan suatu teknik analisis kimia berdasarkan metode pemisahan 
yang memerlukan waktu relatif singkat dan tidak membutuhkan alat yang rumit 
dibandingkan dengan metode pemisahan lainnya. Teknik ini pertama kali digunakan 
oleh Karl Runge pada tahun 1885, kemudian oleh Michael Tswett pada tahun 1906 
dalam pemisahan pigmen tanaman. Salah satu metode yang paling sering digunakan 
pada tahap fraksinasi ini yaitu kromatografi, baik kromatografi lapis tipis, kromatografi 
kertas dan kromatografi kolom.
35
 
 Kromatografi adalah cara pemisahan campuran yang di dasarkan atas perbedaan 
komponen distribusi dari komponen campuran tersebut diantara dua fase yaitu fase 
diam (stationary) dan bergerak (mobile). Fase diam dapat berupa zat padat atau zat cair 
sedangkan fase bergerak dapat berupa zat cair atau gas.
36
 
 Dalam teknik kromatografi, sampel yang merupakan campuran dari berbagai 
macam komponen ditempatkan dalam situasi dinamis dalam sistem yang terdiri dar i 
fase diam dan fase bergerak. Semua pemisahan pada kromatografi tergantung pada 
gerakan relatif dari masing-masing komponen diantara kedua fase tersebut. Senyawa 
atau komponen yang tertahan (terhambat) lebih lemah oleh fase diam akan bergerak 
lebih cepat daripada komponen yang tertahan lebih kuat. Perbedaan gerakan (mobilitas) 
antara komponen yang satu dengan yang lainnya disebabkan oleh perbedaan dalam 
adsorbsi, partisi, kelarutan atau penguapan diantara kedua fase. Jika perbedaan-
                                               
34Nur Adijuwana, Teknik Spektroskopi dalam Analisis Biologi, h. 17-18. 
35Maria Bintang, Biokimia Teknik Penelitian ( Jakarta: Erlangga, 2010), h. 141. 
36Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 194. 
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perbedaan ini cukup besar, maka akan terjadi pemisahan secara sempurna, Oleh karena 
itu dalam kromatografi, pemilihan terhadap fase bergerak maupun fase diam perlu 
dilakukan sedemikian rupa sehingga semua komponen bisa bergerak dengan kecepatan 
yang berbeda agar dapat terjadi proses pemisahan.
37
 
 Kromatografi dapat digolongkan berdasarkan pada jenis fase-fase yang 
digunakan. Dalam kromatografi fase gerak dapat berupa gas atau zat cair dan fase diam 
dapat berupa zat padat atau zat cair, maka berdasarkan fase bergerak-fase diam terdapat 
empat macam sisten kromatografi yaitu kromatografi gas-cair, kromatografi gas-padat, 
kromatografi cair-padat dan kromatografi gas-gas. Kromatografi juga dapat didasarkan 
atas prinsipnya, misalnya kromatografi partisi dan kromatografi serapan. Sedangkan 
menurut teknik kerja yang digunakan, misalnya kromatografi kolom, kromatografi lapis 
tipis, kromatografi kertas dan kromatografi gas.
38
 
a. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
 Kromatografi lapis tipis (KLT) telah banyak digunakan pada analisis pewarna 
sintetik. KLT merupakan metode pemisahan yang lebih mudah, cepat dan memberikan 
resolusi lebih baik dibandingkan kromatografi kertas. Kromatografi lapis tipis dapat 
digunakan untuk memisahkan berbagai senyawa seperti ion-ion organik, kompleks 
senyawa-senyawa organik dengan anorganik, dan senyawa-senyawa organik baik yang 
terdapat di alam dan senyawa organik sintetik.  Pada hakikatnya KLT melibatkan dua 
fase yaitu fase diam (sifat lapisan) dan fase gerak (campuran larutan pengembang).
39
 
                                               
 37Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 194. 
 38Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 194-195. 
 39Novi Retno Utami, “Uji Sensitivitas Kertas Saring untuk Identifikasi Pewarna Rhodamin B 
pada Makanan Jajanan,” UJHp, vol. 3 no. 2 (Maret 2013), h.2. http://journal..unnes.ac.id/sju/index. 
php/ujph (Diakses 18 November 2014). 
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Pemisahan senyawa dengan kromatografi lapis tipis dalam medium secara prinsip sama 
dengan kromatografi kertas, tetapi mempunyai beberapa keuntungan tambahan, 
misalnya lebih banyak campuran medium dan senyawa yang dapat digunakan. Senyawa 
fluoresen dapat digabungkan dalam medium untuk memudahkan identifikasi noda. 
Metode ini sangat cepat dan dapat dilakukan kurang dari 1 hari. Noda yang dihasilkan 
sangat rapat, sehinga memungkinkan untuk mendeteksi senyawa dalam konsentrasi 
rendah. Senyawa yang dipisahkan dapat dideteksi dengan semprotan korosif pada suhu 
tinggi, di mana hal ini tidak dapat dilakukan pada kromatografi kertas.
40
  
Adsorben yang digunakan pada kromatografi lapis tipis (KLT) biasanya terdiri dari 
silika gel atau alumina dapat langsung atau dicampur dengan bahan perekat misalnya 
kalsium sulfat untuk disalutkan (dilapiskan) pada plat. Sekarang telah tersedia berbagai 
lapis tipis pada plat kaca, lembaran aluminium atau lembaran sintetik yang langsung 
dapat dipakai. Pada pemisahannya, fase bergerak akan membawa komponen campuran 
sepanjang fase diam pada plat sehingga terbentuk kromatogram. Pemisahan yang terjadi 
berdasarkan adsorpsi dan partisi. Teknik kerja kromatografi lapis tipis (KLT) prinsipnya 
hampir sama dengan kromatografi kertas. Namun kromatografi lapis tipis (KLT) 
memiliki kelebihan dibandingkan dengan kromatografi kertas (KK) yaitu: 
1. Waktu pemisahan lebih cepat. 
2. Sensitif, artinya meskipun jumlah cuplikan sedikit masih dapat dideteksi. 
3. Daya resolusinya tinggi sehingga pemisahan lebih sempurna. 
Jika senyawa yang dianalisis dengan KLT adalah senyawa yang tidak berwarna, maka 
diperlukan suatu prosedur untuk mendeteksi noda yang diamati. Senyawa-senyawa yang 
dapat menyerap sinar (fluoresence) dapat ditampakkan melalui penyinaran plat dengan 
                                               
40Maria Bintang, Biokimia Teknik Penelitian,  h. 148. 
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sinar ultraviolet (lampu ultraviolet) di dalam  tempat yang gelap. Senyawa seperti itu 
akan  memancarkan sinar yang diserap sehingga akan tampak sebagai noda yang terang 
pada pelat. Jika padatan penyerap  pada pelarut KLT telah  mengandung indikator 
fluoresence, maka seluruh pelat akan menjadi terang bila disinari dengan lampu 
ultraviolet kecuali  daerah  dimana senyawa berada. Keberadaan senyawa ditandai 
dengan noda hitam pada saat penyinaran.
41
 
b. Kromatografi Kolom Cair Vakum 
 Kromatografi kolom cair vakum merupakan salah satu metode  kromatografi 
yang menggunakan kolom sebagai alat untuk memisahkan komponen-komponen dalam 
campuran. Prinsip kerja dari kromatografi ini yaitu adsorbsi atau serapan, sedangkan 
pemisahannya didasarkan pada senyawa-senyawa yang akan dipisahkan terdistribusi 
diantara fase diam dan fase gerak dalam perbandingan yang berbeda-beda. Ukuran dari 
kolom yang digunakan tergantung pada banyaknya zat yang akan dipindahkan. Secara 
umum perbandingan panjang dan diameter kolom sekitar 8:1 sedangkan jumlah 
penyerapnya adalah 25-30 kali berat bahan yang akan dipisahkan. Untuk menahan 
penyerap (adsorben) di dalam kolom dapat digunakan gelas wool atau kapas. 
Adsorbennya dapat digunakan adsorben anorganik seperti alumina, bauksit, magnesium 
silikat, silika gel dan tanah diatom sedangkan adsorben organik seperti arang gula, 
karbon aktif paling sering digunakan.
42
 
c. Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG) 
Kromatografi kolom gravitasi (KKG) termasuk jenis teknik kromatografi yang paling 
awal dikembangkan dan termasuk kromatografi serapan yang sering disebut 
                                               
41Firdaus, Teknik dalam Laboratorium KimiaOrganik, h. 77. 
42Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 198. 
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kromatografi elusi. Kolom kromatografi dapat berupa pipa gelas yang dilengkapi 
dengan kran dan gelas penyaring didalamnya. Ukuran kolom tergantung pada zat yang 
akan dipisahkan. Untuk menahan penyerap yang diletakkan di dalam kolom dapat 
digunakan glass woll atau kapas. Aplikasi teknik banyak digunakan untuk pemurnian 
senyawa setelah melewati teknik KLT, misalnya untuk pemurnian karotenoid, klorofil 
serta senyawa bioaktif tumbuhan lainnya.teknik ini dilengkapi dengan spectrometer 
yang secara otomatis dapat mengukur spektrum serapannya. Biasanya, pengambilan 
fraksi cairan dilakukan secara manual dan kemudian diukur dengan spectrometer.
43
 
Pada kromatografi kolom, kolomnya diisi dengan bahan seperti alumina, silika gel atau 
pati yang dicampur dengan adsorben dan pastanya diisikan ke dalam kolom. Larutan 
sampel kemudian diisikan ke dalam kolom dari atas sehingga sampel diadsorbsi oleh 
adsorben, kemudian pelarut yang berfungsi sebagai fase gerak ditambahkan tetes demi 
tetes dari atas kolom. Partisi zat terlarut berlangsung di pelarut yang turun ke bawah dan 
pelarut yang teradsorbsi oleh adsorben yang berfungsi sebagai fase diam. Selama 
perjalanan turun, zat terlarut akan mengalami proses adsorbsi dan partisi berulang-
ulang. Laju penurunan berbeda untuk masing-masing zat terlarut dan bergantung pada 
koefisin partisi masing-masing zat terlarut, kemudian zat terlarut akan terpisahkan 
membentuk beberapa lapisan zona berwarna yang disebut kromatogram. Akhirnya, 
masing-masing lapisan dielusi dengan pelarut yang cocok untuk memberikan specimen 
murninya.
44
 
 
                                               
43Giner Maslebu, Dkk.,”Kombinasi Teknik Kromatografi Kolom Gravitasi -Spektrometer Sederhana 
sebagai Permodelan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)”, Jurnal Sains dan Pendidikan Sains 7 
(2012), h. 89. 
44Giner Maslebu, Dkk.,”Kombinasi Teknik Kromatografi Kolom Gravitasi -Spektrometer Sederhana 
sebagai Permodelan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)”, h. 89. 
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3.   Pemurnian 
 Tehnik yang paling sederhana dan efektif untuk pemurnian padatan senyawa organik 
adalah kristalisasi atau rekristalisasi yaitu suau tehnik untuk mendapatkan bahan murni 
suatu senyawa. Untuk mengkristalkan suatu senyawa, biasanya dilakukan terlebih 
dahulu penjenuhan larutan kemudian diikuti dengan penguapan pelarut secara perlahan-
lahan sampai terbentuk Kristal. Pengkristalan dapat pula dilakukan dengan 
mendinginkan larutan jenuh pada temperatur yang sangat rendah. Banyak hal yang 
menentukan keberhasilan rekristalisasi, diantaranya adalah kecocokan pelarut. Perlu ada 
usaha khusus untuk menentukan pelarut yang baik untuk rekristalisasi.
45
 
4. Identifikasi 
Dalam melakukan isolasi terhadap suatu senyawa kimia yang diinginkan dalam suatu 
tumbuhan, perlu dilakukan identifikasi adanya senyawa metabolit sekunder pada 
masing-masing tumbuhan, sehingga dapat diketahui kandungan senyawa yang ada 
secara kualitatif dan mungkin juga secara kuantitatif golongan senyawa yang dikandung 
oleh tumbuhan tersebut. Identifikasi yang sering dilakukan seperti skrining fitokimia, 
analisis spektroskopi UV-Vis dan IR.
46
 
a. Skrining Fitokimia 
Pendekatan skrining fitokimia meliputi analisis kualitatif kandungan kimia dalam 
tumbuhan atau bagian tumbuhan (akar, batang, daun, buah, bunga, biji), terutama 
kandungan metabolit sekunder yang bioaktif, yaitu alkaloid, antrakinon, flavonoid, 
glikosida jantung, kumarin, saponin (steroid dan triterpenoid), tanin (polifenolat), 
                                               
45Musyarrifah, “Identifikasi Metabolit Sekunder Ekstrak Etil Asetat Biji Alpukat (Persea americana 
Mill.) dan Uji Toksisitas Terhadap Larva Udang (Artemia salina Leach)” Skripsi, Jurusan Kimia, UIN 
Alauddin Makassar (2013)., h. 22 
46Musyarrifah, “Identifikasi Metabolit Sekunder Ekstrak Etil Asetat Biji Alpukat (Persea americana 
Mill.) dan Uji Toksisitas Terhadap Larva Udang (Artemia salina Leach)”., h. 22 
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minyak atsiri (terpenoid), dan sebagainya. Adapun tujuan pendekatan skrining fitokimia 
adalah mengetahui kandungan bioaktif atau kandungan yang berguna untuk pengobatan 
dalam tumbuhan.
47
 
b. Analisis Spektroskopi UV-Vis 
 Spektrum serapan yang terkandung pada tumbuhan dapat diukur dalam larutan 
yang sangat encer dengan pembanding blanko serta menggunakan spektrofotometer 
yang merekam otomatis. Senyawa yang tidak berwarna diukur pada jangka 200-400 nm, 
senyawa berwarna pada jangka 200-700 nm. Panjang gelombang serapan maksimum 
dan minimum pada spektrum serapan yang diperoleh direkam dalam nanometer (nm), 
demikian juga kekuatan absorbansi pada maksimal dan minimal yang khas.
48
 
 Pengukuran spektrum pada spektroskopi UV-Vis cukup penting karena dapat 
memantau eluen dari kromatografi kolom sewaktu pemurnian dan untuk mendeteksi 
kandungan golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak. Pelarut yang banyak 
digunakan untuk spektroskopi UV ialah etanol 95% karena kebanyakan golongan 
senyawa larut dalam pelarut tersebut. Pelarut lain yang sering digunakan yaitu metanol, 
n-heksana, air, eter minyak bumi dan eter.
49
 
c. Analisis Spektroskopi Infra Red 
 Identifikasi lengkap dalam golongan senyawa bergantung pada pengukuran sifat 
atau ciri lain, yang kemudian dibandingkan dengan data dalam pustaka. Salah satu cara 
                                               
 47Dyah Septiyahningsih, “Isolasi dan Identifikasi Komponen Utama Ekstrak Biji Buah Merah 
(Pandanus conoideus Lamk)”., h. 11. 
 48J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 21. 
 49J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 21-22. 
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dengan mengidentifikasi ciri spektrumnya yaitu dengan menggunakan spektroskopi 
inframerah (IR).
50
 
 Spektrum inframerah senyawa tumbuhan dapat diukur dengan spektrofotometri 
inframerah yang merekam secara otomatis dalam bentuk larutan, bentuk gerusan dalam 
minyak nuyol atau bentuk padat yang dicampur dengan kalium bromide. Untuk padatan, 
sampel dibuat seperti cakram tipis dari campuran serbuk yang mengandung kira-kira 1 
mg bahan dan 10-100 mg kalium bromida dalam kondisi tanpa air yang ditempa ke 
dalam cetakan. Jangka pengukuran mulai dari 4000 sampai 667 cm
-1
 dan perekaman 
spektrum memakan waktu kira-kira tiga menit.
51
 
 Daerah spektrum inframerah di atas 1200 cm
-1
 menunjukka pita spectrum atau 
puncak yang disebabkan oleh getaran ikatan kimia atau gugus fungsi dalam molekul 
yang ditelaah. Daerah di bawah 1200 cm
-1
 menunjukkan pita yang disebabkan getaran 
seluruh molekul dank arena kerumitannya dikenal sebagai daerah “sidik jari”. Intensitas 
berbagai pita direkam secara subjektif pada skala sederhana: kuat (K), menengah (M) 
atau lemah (L).
52
 
   Tabel 2.1 Frekuensi inframerah khas beberapa golongan senyawa alam 
Golongan senyawa                     Letak kira-kira pita khas*di atas 1200 cm
-1 
Alkana                                    2940 (K), 2860 (M), 1455 (K), 1380 (M) 
Alkena                                    3050 (L-M), 1850 (L), 1650 (L-M), 1410 (L) 
Senyawa aromatik                   3050 (L-M), 2100-1700 (L), 1600, 1580, 1500 (L-M) 
Asetilena                                 3310 (M), 2225 (L), 2150 (L-M), 1300 (L) 
Alkohol dan fenol                   3610 (L-M), 3600-2400 (lebar), 1410 (M) 
Aldehida dan keton                 2750 (L), 2680 (L), 1820-1650 (K), 1420 (L-M) 
Ester dan lakton                      1820-1680 (K) 
                                               
50J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 24 
51J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 25 
52J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 25-26 
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Asam karboksilat                    3520 (L), 3400-2500 (Lebar M), 1760 (K), 1710 (K) 
Amina                                     3500 (M), 3400 (M), 3400-3100 (berubah-ubah), 1610 (M) 
Sianida                                    2225 (L-K) 
Isosianat                                  2270 (SK) 
*Agar sederhana pita di daerah sidik jari dihilangkan. Data diambil dari Brand dan Eglinton (1965). K = 
kuat, L = lemah, M = medium dan SK = sangat kuat 
 Pada kenyataannya, banyak gugus fungsi dapat diidentifikasi dengan 
menggunakan frekuensi getaran khasnya (tabel 2.1). Sehingga identifikasi dengan 
menggunakan spektrofotometri inframerah merupakan cara paling sederhana dan paling 
diandalkan dalam menentukan golongan senyawa.
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D.  Pelarut Organik 
Proses ekstraksi didasarkan pada kelarutan komponen terhadap komponen lain dalam 
campuran. Kelarutan suatu komponen tergantung pada derajat kepolarannya. Tingkat 
polaritas pelarut dapat ditentukan dari nilai konstanta dielektrik pelarut. Urutan tingkat 
kepolaran beberapa pelarut organik berdasarkan nilai konstanta dieletriknya dapat 
dilihat pada tabel berikut :
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Tabel 2.2 Nilai Konstanta Dielektrik Berbagai Pelarut Organik
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No. Pelarut Rumus Kimia Titik Didih Konstanta Dielektrik 
1. Toluena CH3-CH2-CH2-CH2-CH2-CH3 69
0C 2,0 
2. Benzena C6H6 80
0C 2,3 
3 Toluena C6H5-CH3 111
0C 2,4 
4. Dieti eter CH3CH2-O-CH2-CH3 35
0C 4,3 
                                               
53J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 26 
54Rizki Dirga Harya Putra, “Ekstraksi Serat Selulosa dari Tanaman Eceng Gondok (Eichornia crassipes) 
dengan Variasi Pelarut”  Jurnal Program Studi Tehnik Kimia Depok (2012)., h. 58. 
55Rizki Dirga Harya Putra, “Ekstraksi Serat Selulosa dari Tanaman Eceng Gondok (Eichornia crassipes) 
dengan Variasi Pelarut”., h. 58. 
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5. Kloroform CHCl3 61
0C 4,8 
6. Etil asetat CH3-C(=O)-O-CH2-CH3 77
0C 6,0 
7. n-butanol CH3-CH2-CH2-CH2-OH 118
0C 18 
8. n-propanol CH3-CH2-CH2-OH 97
0C 20 
9. Etanol CH3-CH2-OH 79
0C 30 
10. Metanol CH3-OH 65
0C 33 
11. Air H-O-H 1000C 80 
 
E.  Penyakit TBC 
Penyakit tuberkulosis merupakan salah satu masalah besar dan sangat serius karena 
berada di antara sepuluh penyebab tertinggi kematian di dunia. Sekitar sepertiga dari 
populasi dunia terinfeksi oleh Mycobacterium tuberculosis. Setiap tahun, sekitar 8 juta 
orang yang terinfeksi berkembang menjadi penyakit aktif dan 2 juta diantaranya 
meninggal karena tuberkulosis. Sekitar 10% dari kasus infeksi TB di dunia ditemukan 
di Indonesia dan hal ini menempatkan Indonesia pada posisi ketiga setelah India dan 
Cina. Setiap tahunnya, Indonesia mengalami penambahan seperempat juta kasus baru 
TB, dimana sekitar 140.000 kematian terjadi setiap tahunnya disebabkan oleh TB.
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Tuberkulosis adalah suatu penyakit infeksi bakteri kronik yang disebabkan oleh bakteri 
Mycobacterium tuberculosis. Penyakit ini dapat hampir menyerang semua organ mulai 
dari kulit, tulang hingga otak, namun yang paling sering terinfeksi adalah paru-paru.
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Tuberkulosis  diobati  dengan 5 macam obat utama  yang  disebut obat lini  pertama, 
diantaranya isoniazid, rifampisin, streptomisin, pirazinamid, dan etambutol. Jika bakteri 
M. tuberculosis resisten terhadap obat lini pertama disebut juga MDR (Multi Drug 
                                               
56Ahyar Ahmad,dkk, Pemurnian, Sintesis dan Bioaktivitas Senyawa Metabolit Sekunder dari Beberapa 
Varietas Daun Miana terhadap Pertumbuhan Bakteri Mycobacterium tuberculosis (Makassar: 
Universitas Hasanuddin, 2012), h. 3. 
57Ellin Febrina, Uji Khasiat dan Keamanan Kombinasi Ekstrak Rimpang Jahe Merah dan Buah 
Mengkudu Pada Pengobatan Tuberkulosis Fase Intensif  dan Lanjut (Bandung:ITB), h. 1. 
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Resistance). Resistensi mendorong  penggunaan obat alternatif lain yang lebih toksik 
yaitu etionamid, asam aminosalisilat, sikloserin, kapreomisin, siprofloksasin, atau  
nofloksasin yang disebut sebagai obat lini kedua. Pemberian obat yang lebih toksik 
tersebut tentu saja lebih membahayakan karena memberikan efek samping yang lebih 
besar terhadap penggunanya, terlebih lagi dengan ditemukannya jenis M. tuberculosis 
yang juga resisten dengan beberapa obat lini kedua atau yang disebut XDR (Extreme  
Drug  Resistance).
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Resistensi ini juga memacu perkembangan penelitian obat anti tuberkulosis. Oleh 
karena itu upaya pencarian obat anti-tuberkulosis yang baru, efektif dan terjangkau 
sangat diperlukan untuk mengatasi penyakit TB, termasuk tata cara terapi atau 
pemberian obat anti-TB (new treatment guidelines). Dalam dua dekade  terakhir 
diperkirakan telah diisolasi dan teridentifikasi sebanyak 2500 senyawa metabolit 
sekunder dari bahan alam, dan sebanyak 353 senyawa diantaranya diduga memiliki 
potensi sebagai bahan anti-tuberkulosis yang baru.
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F.  Bakteri Mycobacterium Tuberculosis 
 Mycobacterium tuberculosis adalah bakteri nonmotil berbentuk batang kurus dengan 
panjang 2-4 µm dan lebar 0,2-0,5 µm, bakteri ini juga tak berspora. Bakteri ini paling 
banyak ditemukan di lokasi yang kering dan lembab. Bakteri memiliki sifat tidak 
tahan panas dan akan mati pada suhu 6°C dalam waktu 15-20 menit. Biakan bakteri 
ini dapat mati jika terkena sinar matahari langsung selama 2 jam. Dalam dahak, bakteri 
                                               
58Ahyar Ahmad,dkk, Pemurnian, Sintesis dan Bioaktivitas Senyawa Metabolit Sekunder dari Beberapa 
Varietas Daun Miana terhadap Pertumbuhan Bakteri Mycobacterium tuberculosis, h. 3-4. 
 59 Ahyar Ahmad,dkk, Pemurnian, Sintesis dan Bioaktivitas Senyawa Metabolit Sekunder dari 
Beberapa Varietas Daun Miana terhadap Pertumbuhan Bakteri Mycobacterium tuberculosi, h. 5. 
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Mycobacterium tuberculosis dapat bertahan selama 20-30 jam.
60
 
Klasifikasi dari bakteri Mycobacterium tuberculosis berdasarkan tingkatan 
taksonominya yaitu:
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Kingdom    : Bacteria 
Filum         : Actinobacteria  
Ordo           : Actinomycetales  
Famili         : Mycobacteriaceae  
Genus         : Mycobacterium 
Spesies       : Mycobacterium tuberculosis 
Cara penularan tuberkulosis paru melalui percikan dahak (droplet) sumber penularan 
adalah penderita tuberkulosis paru BTA(+), pada waktu penderita tuberkulosis paru 
batuk atau bersin. Droplet yang mengandung kuman TBC dapat bertahan di udara 
pada suhu kamar selama beberapa jam, sekali batuk dapat menghasilkan sekitar 3000 
percikan dahak. Umumnya penularan terjadi dalam ruangan dimana percikan dahak 
berada dalam waktu yang lama. Ventilasi dapat  mengurangi  jumlah  percikan,  
sementara  sinar  matahari  langsung  dapat membunuh kuman, percikan dapat 
bertahan selama beberapa jam dalam keadaan yang gelap dan lembab. Orang dapat 
terinfeksi kalau droplet tersebut terhirup ke dalam saluran pernafasan. Setelah kuman 
TBC masuk ke dalam tubuh manusia melalui  pernafasan,  kuman  TBC  tersebut  
dapat  menyebar  dari  paru  ke  bagian tubuh lainnya melalui sistem peredaran darah, 
sistem saluran limfe, saluran nafas atau penyebaran langsung ke bagian tubuh 
                                               
 60Artika Ramadhani,” Pengaruh Pelaksanaan Pengawas Menelan Obat ( Pmo ) Terhadap 
Konversi Bta (+) Pada Pasien Tuberkulosis Paru Di Rsdk Tahun 2009/2010”, Karya Tulis Ilmiah 
(Semarang: Kedokteran UnDip, 2012), h. 7. 
61Artika Ramadhani,” Pengaruh Pelaksanaan Pengawas Menelan Obat ( Pmo ) Terhadap Konversi Bta (+) 
Pada Pasien Tuberkulosis Paru Di Rsdk Tahun 2009/2010”, Karya Tulis Ilmiah, h. 7. 
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lainnya.
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Saat Mycobacterium tuberculosis berhasil menginfeksi paru-paru, maka dengan segera 
akan tumbuh koloni bakteri yang berbentuk  globular. Biasanya melalui serangkaian 
reaksi imunologis bakteri ini akan berusaha dihambat dengan pembentukan dinding 
di sekeliling bakteri itu oleh sel-sel paru. Mekanisme pembentukan dinding itu 
membuat jaringan di sekitarnya menjadi    jaringan parut dan bakteri Mycobacterium 
tuberculosis akan menjadi dormant. Bentuk-bentuk dormant inilah yang sebenarnya 
terlihat sebagai tuberkel pada  pemeriksaan foto rontgen.
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G.  Uji Antibakteri 
Antibakteri adalah zat yang dapat mengganggu pertumbuhan atau bahkan mematikan 
bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba yang merugikan. Aktivitas 
antibakteri terbagi menjadi 2 jenis diantaranya aktivitas bakteriostatik (menghambat 
pertumbuhan tetapi tidak membunuh patogen) dan aktivitas bakterisidal (dapat 
membunuh patogen dalam kisaran luas).
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Metode Microscopic Observation Drug Susceptibility (MODS) merupakan metode 
biakan untuk bakteriMycobacterium tuberculosis dengan media Middlebrook 7H9 yang 
sekaligus dapat mendeteksi kepekaan obat TB secara mikroskopik. Metode MODS 
mempunyai sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan metode biakan yang lain 
                                               
62Bambang Ruswanto,” Analisis Spasial Sebaran Kasus Tuberkulosis Paru Ditinjau Dari Faktor 
Lingkungan Dalam Dan Luar Rumah Di Kabupaten Pekalongan”, Tesis (Semarang: UnDip, 2010), h. 37-
38. 
63Artika Ramadhani,” Pengaruh Pelaksanaan Pengawas Menelan Obat ( Pmo ) Terhadap Konversi Bta (+) 
Pada Pasien Tuberkulosis Paru Di Rsdk Tahun 2009/2010”, Karya Tulis Ilmiah, h. 9. 
64Fajar Kusuma Dewi,” Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Buah Mengkudu (Morinda Citrifolia, 
Linnaeus) Terhadap Bakteri Pembusuk Daging Segar”, Skripsi (Surakarta: Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam, Universitas Sebelas Maret, 2010), h. 7-8. 
65Anita, at. al. “Evaluation of the Microscopic-ObservationDrug-Susceptibility Assay Drugs 
Concentration forDetection of Multidrug-Resistant Tuberculosis”, h. 257. 
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dan dapat mendeteksi lebih cepat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis dengan 
biaya yang relatif lebih murah serta cara yang mudah.
65
 
 Metode kultur cair MODS akhir-akhir ini diketahui bisa untuk diagnosis TBC 
secara lebih cepat dibanding metode kultur lain dengan harga yang lebih murah. Metode 
kultur cair yang disebut dengan MODS ini ditemukan oleh Luz Caviedes saat 
melakukan eksperimen di laboratorium di Lima, Peru. Metode MODS dikembangkan 
berdasarkan atas tiga prinsip utama, yaitu: 
1. Mycobacterium Tuberculosis tumbuh lebih cepat pada media cair dari pada 
media padat. 
2. Pada media cair, Mycobacterium Tuberculosis tumbuh dengan karakteristik 
tangles and cording, yaitu membentuk cord factor, yang dapat terlihat di 
bawah mikroskop. 
3. Penambahan obat-obat anti-TB dalam media kultur sejak awal dapat digunakan 
sebagai tes sensitivitas sampel sputum sekaligus bersamaan 
 Kontaminasi merupakan masalah yang sering terjadi pada pemeriksaan kultur.  
OADC yang digunakan dalam metode MODS merupakan metode yang ‟kaya‟ sehingga 
dapat mempercepat pertumbuhan mikroorganisme yang diinokulasikan. Hal ini kadang 
menyebabkan tumbuhnya mikroorganisme kontaminan. Seiring dengan perkembangan 
penelitian tentang MODS sehingga ditemukan cara untuk meminimalisasi kontaminasi 
yaitu dengan cara kultur dalam ‟sealed-plate‟ dan hanya melihat pertumbuhan koloni di 
bawah inverted microscop tanpa membuka ‟plate‟.66 
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 66Anita, at. al. “Evaluation of the Microscopic-ObservationDrug-Susceptibility Assay Drugs 
Concentration forDetection of Multidrug-Resistant Tuberculosis”, h. 257. 
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BAB III 
METODELOGI PENELITIAN 
 
 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
 Penelitian dimulai pada bulan Juni 2015 - Februari 2016 di Laboratorium Kimia 
Organik Fakultas Sains dan Teknologi UIN Alauddin Makassar, Laboratorium 
NECHRI rumah sakit Universitas Hasanuddin dan Laboratorium Terpadu Jurusan 
Kimia FMIPA Universitas Hasanuddin. 
 
B.   Prosedur Penelitian 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas, gunting, kain blacu, 
toples kaca, botol vial, mangkok kaca, blender, timbangan analitik, lemari asam, cawan 
penguap, pengaduk kaca, pipet mikro, gelas kimia 500 mL, erlenmeyer 250 mL, corong, 
tabung falkon, plat petri 24 hole, plat tetes, rak tabung,  statif, klem, pipa kapiler, 
chamber, lampu UV, pompa vakum, corong centered glass, kromatografi kolom cair 
vakum, kromatografi kolom gravitasi, seperangkat alat destilasi, oven, autoclave, 
inkubator, evaporator, mikroskop fluorosense, spektrofotometer UV-Vis dan 
seperangkat alat FTIR merek Shimadzu. 
2. Bahan  
 Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah aquades (H2O), aluminium 
foil, daun pegagan, dimetil sulfoksida (DMSO), isolat bakteri mycobakterium 
tuberculosis, kertas timbangan, middlebrook 7H9, beberapa pereaksi seperti pereaksi 
Liebermann-Buchard, FeCl3, Wagner dan Dragendroff, H2SO4 10%, NaOH 10%, 
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larutan etanol 96%, metanol (teknis), n-heksan (teknis), etil asetat (teknis), aseton 
(teknis), kloroform  (teknis),  silika  gel  kasar  untuk  impregnasi  (merck,  no.katalog 
7733), silika gel untuk KKT/KKG (merck, no.katalog 7734), silika gel untuk KKCV 
(merck, no.katalog 7730), plat KLT (merck, no.katalog 1.05553). 
 
C. Rancangan Penelitian 
 Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di Laboratorium. 
Sampel yang diambil adalah daun pegagan kemudian sampel dibersihkan lalu 
dikeringkan kemudian sampel diekstraksi dengan metode maserasi selama 3 x 24 jam 
dengan pelarut metanol. Eksrak yang diperoleh selanjutnya diuapkan pelarutnya dengan 
menggunakan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak pekat. Ekstrak pekat yang 
dihasilkan dipartisi dengan n-heksana. Hasil partisi dengan n-heksana kemudian diuji 
fitokimia dan difraksikan menjadi beberapa fraksi yang kemudian diuji aktivitas 
antibakterinya dan fraksi utama yang akan dimurnikan dan diidentifikasi dengan 
spektrofotometer UV-Vis dan FTIR. 
 
D. Tahapan Penelitian 
 Penelitian ini dilakukan dengan tahapn-tahapan sebagai berikut: 
1. Preparasi Sampel 
2. Ekstraksi 
3. Fraksinasi 
4. Pemurnian  
5. Identifikasi 
6. Uji Bioaktivitas Antibakteri 
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E. Prosedur Kerja Penelitian 
Prosedur kerja pada penelitian ini yaitu: 
1. Preparasi Sampel 
 Daun pegagan dibersihkan dari pengotor yang menempel pada permukaan daun 
kemudian dikeringkan dengan cara diangin-anginkan kurang lebih selama 2 minggu dan 
dipotong kecil-kecil sampai diperoleh berat konstan, kemudian hasilnya digunakan 
sebagai sampel penelitian. 
2.  Ekstraksi 
 Ekstraksi komponen aktif dilakukan dengan metode maserasi atau perendaman. 
Potongan daun pegagan  ditimbang sebanyak 1345 gram dan dimaserasi selama 3 x 24 
jam dengan menggunakan pelarut metanol teknis sebanyak 20 L. Kemudian maseratnya 
ditampung dan dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator. Selanjutnya hasil 
pemekatan (ekstrak kental) dipartisi dengan n-heksana dan mengambil lapisan n-
heksananya kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak 
kental dan dilanjutkan ke tahap fraksinasi. 
3.  Fraksinasi dengan KLT, KKCV dan Kromatografi Gravitasi 
 Ekstrak kental n-heksana daun pegagan yang diperoleh diuji KLT kemudian 
diteruskan dengan Kromatografi Kolom Cair Vakum (KKCV) dengan berbagai 
perbandingan pelarut yang diurut berdasarkan kepolaran mulai dari non polar hingga 
polar, yaitu 100% n-heksan, etil asetat : n-heksan (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 
9:1), 100% etil asetat dan 100% metanol. Fraksi yang diperoleh pada proses KKCV 
diuji KLT, fraksi yang memiliki tanda-tanda kristal digabung dan dilanjutkan pada 
kromatografi kolom gravitasi dengan perbandingan pelarut yang sama seperti pada 
KKCV. Dari proses kromatografi kolom gravitasi diperolah fraksi yang lebih murni. 
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Fraksi yang menghasilkan banyak kristal dimonitor dengan KLT dan dilanjutkan ke 
tahap pemurnian, identifikasi dan uji bioaktivitas antibakteri. 
4. Pemurnian 
 Pemurnian dilakukan dengan cara kristalisasi dan rekristalisasi dengan pelarut 
yang cocok hingga diperoleh kristal murni dengan hasil uji KLT yang menunjukkan 
satu noda dan pada pengujian 3 sistem eluen. Kristal yang murni selanjutnya diuji lagi 
bioaktivitas antibakterinya dengan metode Microscopic-Observation Drug-
Susceptibility Assay (MODS) dan diidentifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis dan 
FTIR. 
5.  Identifikasi 
a. Uji Fitokimia 
1) Uji alkaloid 
a) Uji dengan pereaksi Dragendorf 
 Ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendorf, jika terjadi warna jingga atau endapan 
coklat maka sampel positif mengandung alkaloid. 
b) Uji dengan pereaksi Mayer 
 Jika dengan pereaksi Mayer terbentuk endapan menggumpal berwarna putih 
atau kuning yang larut dalam metanol maka kemungkinan terdapat kandungan alkaloid. 
 
2) Uji Flavonoid 
a) Uji dengan NaOH 10% 
  Ditambahkan beberapa mL sampel dalam alkohol 2-4 tetes larutan NaOH 10%. 
Perubahan warna yang terjadi diamati dari kuning tua menjadi kuning muda. 
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b) Uji dengan H2SO4 pekat 
 Ditambahkan beberapa mL sampel dalam alkohol 2-4 tetes larutan 
H2SO4 pekat. Perubahan warna yang terjadi diamati dari kuning tua menjadi 
merah tua. 
c) Uji dengan FeCl3 
  Ditambahkan beberapa tetes pereaksi besi (III) klorida, perubahan warna 
yang terjadi biru atau kompleks biru. 
3) Uji triterpenoid dan steroid 
  Ditambahkan beberapa tetes pereaksi Lieberman-Bouchard (Asam asetat 
glasial-asam sulfat pekat) pada filtrat, bila positif terpenoid terbentuk warna merah 
hingga ungu dan bila positif steroid terbentuk warna biru atau hijau. 
b. Identifikasi dengan UV-Vis 
Disiapkan sampel berupa kristal n-heksana, kemudian dilarutkan dengan pelarut yang 
sesuai sebanyak 5 mL. Larutan kristal dimasukkan ke dalam kuvet UV kemudian dibaca 
absorbansi dan panjang gelombang maksimal dari sampel tersebut dengan instrument 
UV-Vis. 
c. Identifikasi dengan FTIR 
Disiapkan sampel berupa kristal n-heksana, kemudian ditambahkan dengan beberapa 
gram KBr lalu digerus hingga ukuran partikelnya kurang dari 2 µm, kemudian 
dimasukkan ke dalam pellet press secara merata. Pellet press dihubungkan ke pompa 
kompersi hydraulic dengan kekuatan 100 ton (kg Newton) dan ke pompa vakum selama 
15 menit. Diusahakan pellet yang terbentuk mempunyai ketebalan 0,3 mm (transparan), 
selanjutnya pellet yang terbentuk dipindahkan dengan hati-hati ke dalam sel holder 
menggunakan spatula. Setelah itu, diatur alat spektrofotometer Infra Merah (FTIR) 
43 
 
dengan kecepatan kertas pada posisi “normal” dan ekspansi transmisi “100 x”. Dicek 
skala kertas melalui pembuatan spektrum dari film polystiren. Apabila skala kertas 
sudah tepat, dengan cara yang sama dibuat spektrum Infra Merah dari sampel yang 
sudah disiapkan, kemudian ditentukan gugus-gugus fungsi.  
6. Uji Bioaktivitas Antibakteri 
a. Pembuatan Media Cair Middlebrook 
      Menimbang 0,94 g Middlebrook 7H9. Melarutkan ke dalam 200 ml air. 
Mengocok sampai homogen. Disterilisasi menggunakan autoklaf ± 15 menit pada suhu 
121 °C, kemudian diinkubasi ± 2-3 hari pada suhu 37°C.  
b. Isolasi Bakteri Mycobacterium Tuberculosis 
 Bakteri Mycobacterium tuberculosis diambil sebanyak 1 mL dan disuspensikan 
ke dalam tabung steril yang berisi 25 mL media middlebrook 7H9, 2,5 mL OADC dan 
0,5 mL PANTA kemudian dihomogenkan.  
c. Uji Bioaktivitas Antibakteri 
 Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode Microscopic-
Observation Drug-Susceptibility Assay (MODS) mengunakan plat petri 24 hole. 
Pertama membuat kontrol (-) dengan memipet 100 𝜇L DMSO ke dalam 3 hole pada plat 
petri. Memipet masing-masing 100 𝜇L kontrol antibakteri 20ppm 40ppm, 60ppm, 
80ppm dan 100ppm ke dalam 3 hole pada plat petri. Membuat kontrol (+) dengan 
memipet 100 𝜇L rifampisin ke dalam 3 hole pada plat petri. Kemudian memipet 900 𝜇L 
isolat bakteri Mycobacterium tuberculosis ke dalam kontrol (-), kontrol (+) dan kontrol 
antibakteri. Menghomogenkan dengan menggoyang-goyangkan plat petri. Diinkubasi 
pada suhu 37°C selama 2 minggu. 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
1. Identifikasi Metabolit Sekunder Fraksi n-Heksana Daun Pegagan  
    Sebanyak 1,345 Kg sampel daun pegagan dimaserasi dengan pelarut 
metanol selama 24 jam sebanyak 3 kali sehingga diperoleh 3,5 L maserat. Maserat 
metanol  dievaporasi sehingga diperoleh ekstrak kental metanol sebanyak 1,2 L. Ekstrak 
kental metanol tersebut dipartisi dengan pelarut n-heksana yang kemudian dievaporasi 
sehingga menghasilkan ekstrak n-heksana sebanyak 550 mL. Selanjutnya dilakukan uji 
fitokimia. Hasil uji fitokimia yang  diperoleh menunjukkan  bahwa daun pegagan  
mengandung senyawa alkaloid, flavonoid dan steroid.  
 
Tabel 4.1 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Pegagan 
 
 
Keterangan: 
+ : Mengandung Senyawa 
- : Tidak Mengandung Senyawa 
Selanjutnya ekstrak n-heksana difraksinasi dengan metode kromatografi kolom cair 
vakum (KKCV) sehingga diperoleh 21 fraksi.  
No. Pereaksi Hasil Keterangan 
1. 
Wagner Terbentuk warna coklat (+) Alkaloid 
Mayer Endapan kekuningan (+) Alkaloid 
Dragendorff 
Terbentuk endapan 
jingga 
(+) Alkaloid 
2. 
H2SO4 (p) Hitam (-) Flavonoid 
NaOH 10% 
Terbentuk warna kuning 
tua  
(+) Flavonoid 
FeCl3 Terbentuk warna kuning (-) Tanin 
3. Lieberman-Buchard Terbentuk warna hijau (+) Steroid 
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Gambar 4.1 KLT  21 Fraksi Hasil KKCV 
Dari 21 fraksi digabung menjadi 12 fraksi gabungan, yaitu fraksi A (1-5), fraksi B (6-7), 
fraksi C (8), fraksi D (9), fraksi E (10), fraksi F (11-12), fraksi G (13), fraksi H (14), 
fraksi I (15), fraksi J (16), fraksi K (17) dan fraksi L (18-21).   
           
                    Satu noda  
                    berpendar 
 
 
 
 
Gambar 4.2 KLT Fraksi Gabungan 
Fraksi E memungkinkan untuk dilanjutkan ke kromatografi kolom gravitasi karena 
menampakkan noda yang sederhana dan terdapat tanda-tanda kristal (lampiran 6.2). 
Hasil kromatografi kolom gravitasi diperoleh 30 fraksi. Padatan  yang diperoleh dari 
fraksinasi kolom gravitasi berupa padatan berwarna putih kekuningan dan 
direkristalisasi hingga murni yang ditandai dengan munculnya satu noda pada hasil 
KLT. Kristal yang diperoleh selanjutnya diuji kemurnian dengan 3 sistem eluen  
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   (a)          (b)              (c) 
                            Gambar 4.3 Hasil KLT 3 Sistem Eluen 
                (a) heksana:kloroform 8:2 (b) etil:metanol 2:8  
                (c) aseton:heksana 1:1 
Padatan murni yang diperoleh diuji Fitokimia, identifikasi dengan instrument UV-Vis 
dan FTIR. 
Tabel 4.2 Hasil Uji Fitokimia Kristal Daun Pegagan 
 
 
 
  
 
 
 
 
 Keterangan: 
+ : Mengandung Senyawa 
-  : Tidak Mengandung Senyawa 
Hasil identifikasi kristal murni pada instrument UV-Vis menunjukkan 1 peak pada 
absorbansi 2,760 dan panjang gelombang 251,50 nm. Sedangkan hasil identifikasi 
kristal murni pada instrument FTIR terlihat pada tabel di bawah ini : 
 
No. Pereaksi Hasil Keterangan 
1. Dragendorff Larutan jingga (+) Alkaloid 
2. Mayer Larutan kuning  (+) Alkaloid 
3. Wagner larutan coklat (+) Alkaloid 
4. H2SO4 (p) 
Larutan kuning 
tua 
(-) Flavonoid 
5. NaOH 10% Larutan bening (-) Flavonoid 
6. FeCl3 Larutan kuning (-) Flavonoid 
7. 
Lieberman-
Buchard 
Larutan bening (-) Steroid 
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Tabel 4. 3 Hasil Serapan Spektroskopi FTIR 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
2. Uji Bioaktivitas Antibakteri Ekstrak dan Kristal n-Heksana Daun Pegagan 
Terhadap Mycobacterium Tuberculosis  
 
Tabel.4.4. Hasil Uji Bioaktivitas Antibakteri Ekstrak n-Heksana Daun Pegagan terhadap 
Mycobacterium Tuberculosis 
 
 
                                               
10Silverstein, Robert M, dkk. Spetrometric Identification Of Organic Compound Ed. 7th (Amerika 
serikat:John Wiley and Sons, inc 2005), h. 75. 
No. 
Daerah Serapan Atom (cm
-1
) Kemungkinan Gugus 
Fungsi Pada spektra Pada Pustaka
10
 
1. 3442,94 3500-3200          O-H 
2. 2920,23 2936-2916 C-H alifatik 
3. 2850,79 2863-2843 C-H alifatik 
4. 2640,55 3300-2500  O-H acid 
5. 2360,87 2400-2300 C = N 
6. 2335,8 2400-2300 C = N  
7. 1705,07 1760-1665 C=O 
8.  1095,57 1250-1020 C-N 
Konsentrasi 
ppm 
Pertumbuhan Bakteri 
 
Ekstrak Kristal 
Minggu I  Minggu II Minggu I Minggu II 
20 +++ +++ ++ ++ 
40 ++ ++ ++ ++ 
60 ++ ++ - - 
80 + + - - 
100 + + - - 
K (-) +++ +++ +++ +++ 
K (+) ++ +++ ++ +++ 
48 
 
Keterangan tabel 4.4:  
K (-)  : Kontrol (-) yaitu DMSO + bakteri Mycobacterium tuberculosis 
K (+)  : Kontrol (+) yaitu  rifampisin + bakteri Mycobacterium tuberculosis 
- : Tidak terjadi pertumbuhan bakteri 
+ : Terjadi pertumbuhan bakteri sedikit 
++ : Terjadi pertumbuhan bakteri sedang 
+++ : Terjadi pertumbuhan bakteri banyak 
 
B.  Pembahasan 
1. Identifikasi Metabolit Sekunder Daun Pegagan  
 Penelitian ini menggunakan sampel daun pegagan yang diambil di daerah Kec. 
Pattallassang Kab. Gowa Sulawesi Selatan yang kemudian dibersihkan dan dikeringkan 
dengan cara diangin-anginkan tanpa terkena sinar matahari langsung, tujuannya agar 
senyawa metabolit sekunder yang ada pada sampel tidak rusak dikarenakan sinar 
matahari.  
 Sebanyak 1,345 Kg sampel kering daun pegagan dimaserasi menggunakan 
pelarut metanol. Penggunaan pelarut metanol ini dikarenakan metanol merupakan 
pelarut polar yang mempunyai molekul yang kecil sehingga mampu mengikat senyawa 
metabolit sekunder dalam sampel. Proses maserasi dilakukan sebanyak 3 kali berturut-
turut setiap 24 jam. Hal ini bertujuan agar senyawa-senyawa yang terkandung dalam 
sampel daun dapat tertarik semaksimal mungkin oleh pelarut. Setelah itu, hasil maserasi 
disaring untuk memisahkan maserat dengan ampasnya, lalu dilanjutkan dengan proses 
evaporasi yang bertujuan untuk memisahkan pelarut dengan maserat sehingga diperoleh 
ekstrak pekat metanol. Ekstrak pekat metanol dipartisi dengan pelarut n-heksana selama 
24 jam sebanyak 1x kemudian dipisahkan antara ekstrak metanol dan ekstrak n-heksana. 
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Ekstrak n-heksana selanjutnya dievaporasi sehingga diperoleh ekstrak kental berwarna 
hijau tua. Dari uji fitokimia diperoleh bahwa ekstrak n-heksana positif mengandung 
alkaloid dengan terbentuknya perubahan warna pada penambahan reagen wagner, 
mayer dan dragendoff dan flavonoid pada penambahan reagen NaOH 10% (lampiran 
7.1). Hasil ini sesuai dengan teori J.B Harbone yang mengatakan bahwa hasil positif  
alkaloid pada uji wagner ditandai dengan terbentuknya endapan coklat muda sampai 
kuning, pada uji mayer ditandai dengan terbentuknya endapan putih sampai kuning dan 
pada uji dragendorff ditandai dengan terbentuknya endapan coklat atau jingga.
11
  
 Ekstrak n-heksana kemudian diuji KLT untuk mendapatkan profil KLT yang 
baik sehingga dapat diketahui eluen yang cocok digunakan untuk kromatografi kolom 
cair vakum (KKCV). Dari beberapa uji eluen terhadap ekstrak n-heksana dengan 
berbagai perbandingan, diperoleh eluen etil asetat:n-heksana dengan perbandingan 1:9 
yang paling baik digunakan untuk KKCV. Hal ini ditunjukkan dengan penampakan 
noda yang jelas dan terpisah dengan baik. Kromatogram yang dihasilkan dari analisis 
kromatografi lapis tipis (KLT) dengan eluen tersebut menampakkan beberapa 
komponen senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak n-heksana, seperti yang 
terlihat gambar lampiran 6.1.  
  Ekstrak yang diperoleh selanjutnya difraksinasi dengan kromatografi kolom cair 
vakum (KKCV) menggunakan silika gel tipe 7730 sebagai fasa diam dan eluen n-
heksana yang ditingkatkan terus kepolarannya dengan etil asetat sebagai fasa gerak. 
Tekstur silika gel tipe 7730 lebih halus dibandingkan silika gel tipe 7733 dan tipe 7734 
sehingga daya serapnya lebih baik. Perbandingan eluen dimulai dari 100% n-heksana 
sampai 100% etil asetat dan 100% metanol. Dari hasil KKCV tersebut diperoleh 21 
                                               
11J.B Harbone., Metode Fitokimia  (Penerbit ITB: Bandung, 1987), h. 127-158. 
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fraksi kemudian diuji KLT dengan eluen etil asetat:n-heksana (1:9) dan ditingkatkan 
kepolarannnya dengan etil asetat. Setiap fraksi dipindahkan ke dalam vial dan dibiarkan 
menguap agar dapat lebih mudah mengamati tanda-tanda kristal yang terbentuk pada 
dinding vial. Dari 21 fraksi digabung menjadi 12 fraksi gabungan, yaitu fraksi A (1-5), 
fraksi B (6-7), fraksi C (8), fraksi D (9), fraksi E (10), fraksi F (11-12), fraksi G (13), 
fraksi H (14), fraksi I (15), Fraksi J (16), fraksi K (17) dan fraksi L (18-21). (lampiran 
6.2). Fraksi E memungkinkan untuk dilanjutkan ke kromatografi kolom gravitasi karena 
menampakkan noda yang sederhana dan terdapat tanda-tanda kristal yang sama. 
(lampiran 6.2).  
 Selanjutnya, fraksi E dilanjutkan pada kromatografi kolom gravitasi dengan 
menggunakan eluen yang ditingkatkan kepolarannya, perbandingan eluen yang 
digunakan sama pada KKCV, hanya saja eluen etil asetat:n-heksana pada perbandingan 
1:9 dielusi sebanyak 5 kali dengan tujuan agar kristal yang terbentuk dapat terpisah 
dengan baik dan diperoleh kristal yang lebih murni. Fraksi yang dihasilkan sebanyak 30 
fraksi. Berdasarkan hasil KLT keseluruhan fraksi, terlihat bahwa fraksi 3 dan 4 
memiliki penampakan noda yang sama dan kemungkinan terbentuk kristal 
dibandingkan dengan fraksi yang lain. 
 Kristal yang terbentuk kemudian dimurnikan atau direkristalisasi dengan pelarut 
etanol 96% secara berulang-ulang sehingga diperoleh kristal padat  yang berwarna putih 
kekuningan sebanyak 2,034 gram dan diteruskan dengan uji KLT yang menunjukkan 
satu noda. Kristal yang diperoleh, kemudian diuji kemurniannya dengan uji 3 sistem 
eluen. Uji KLT menunjukkan satu noda pada 3 sistem eluen yang menghasilkan Rf 0,14  
dengan eluen n-heksana:kloroform (8:2), Rf 0,6 dengan eluen etil asetat:metanol (2:8) 
dan Rf 0,94 dengan eluen aseton:n-heksana (1:1) (gambar 4.2). Dari uji kemurnian 
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dapat dilihat hubungan yang linier dari ketiga sistem yang menunjukkan bahwa kristal  
tersebut adalah senyawa murni. 
 Senyawa murni yang diperoleh selanjutnya diidentifikasi dengan uji fitokimia, 
analisis spektroskopi UV-Vis dan FTIR. Uji fitokimia menunjukkan bahwa pada uji 
dengan pereaksi Lieberman-buchard tidak ada warna yang terbentuk (bening) yang 
menunjukkan sampel (kristal) negatif terhadap steroid dan terpenoid, suatu senyawa 
positif terhadap steroid apabila berwarna biru atau hijau, sedangkan terpenoid berwarna 
merah atau ungu. Pada pereaksi H2SO4 pekat, NaOH 10%  dan FeCl3 terbentuk larutan 
berwarna putih yang menandakan sampel (kristal) negatif terhadap flavonoid. Positif 
flavonoid jika pada pereaksi H2SO4 pekat berwarna kuning tua menjadi merah tua, pada 
pereaksi NaOH 10% berwarna kuning tua menjadi kuning muda dan pada pereaksi 
FeCl3 berwarna biru hitam. Pada pereaksi dragendorff, wagner dan mayer terjadi 
perubahan warna yaitu pada dragendorff berwarna jingga, wagner berwarna coklat dan 
mayer berwarna kuning yang menandakan senyawa murni yang diperoleh positif 
terhadap alkaloid.(lampiran 7.4). 
 Identifikasi selanjutnya dengan spektrofotometer UV-Vis. Hasil spektrum  
spektrofotometer  UV-Vis  memberikan serapan  pada panjang gelombang 251,50 nm 
dengan absorbansi 2,525. Serapan panjang gelombang 251,50 nm diakibatkan oleh  
adanya  transisi  elektron  n       π*  dan  n        σ*.  Serapan pada panjang gelombang 
ini diindikasi sebagai senyawa alkaloid yang harga maksimumnya berkisar dari 250-
303 nm.
12
 Senyawa yang mengalami transisi elektron n     σ*  disebabkan oleh adanya 
kromofor yang tidak terkonjugasi yang dapat mengabsorbsi cahaya pada panjang 
gelombang sekitar 200 nm. Sedangkan untuk senyawa yang memiliki transisi n    π* 
                                               
 12 J.B Harbone., Metode Fitokimia  (Penerbit ITB:Bandung, 1987), h. 234-240.. 
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dapat menunjukkan adanya gugus N-H dan  mengabsorbsi  didaerah  ultraviolet  kuarsa  
(200-400  nm). Penyebab  terjadinya  transisi elektron  n      σ*  dan  n      π*  adalah  
kromofor.
13
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.4 Spektrum Serapan Spektroskopi UV-Vis 
 Identifikasi ini diperkuat lagi dengan hasil uji FTIR yang memperlihatkan 
adanya serapan-serapan yang khas untuk beberapa gugus fungsi, diantaranya adalah 
pada 3442,94 cm
-1
 yang menunjukkan adanya serapan melebar sebagai vibrasi ulur OH. 
Puncak yang lebar tersebut terbentuk akibat adanya vibrasi antar molekul hidrogen. 
Terdapat gugus C-N pada serapan 1095,57 cm
-1
 diperkuat dengan adanya gugus C=O 
(karbonil) pada daerah serapan 1705,07 cm
-1
 dan O-H acid pada 2640,55 cm-
1
 juga 
diperkuat dengan serapan pada 2850,79 - 2920,23 cm
-1
 yang memberi petunjuk adanya 
vibrasi C-H alifatik (alkana). Berdasarkan hasil serapan tersebut dapat diketahui bahwa 
senyawa yang mempunyai vibrasi gugus –OH, gugus C=O, C-N dapat diindikasikan 
sebagai senyawa alkaloid. 
                                               
 13Hardjono Sastrohamidjojo, Dasar-Dasar Spektroskopi (Yogyakarta: Universitas Gadjah 
Mada,2001), h. 43. 
 
251,50 
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Gambar 4.5 Spektrum Serapan Spektroskopi FTIR 
 
Senyawa murni yang diperoleh dapat diduga sebagai senyawa golongan Alkaloid 
berdasarkan hasil identifikasi dengan uji fitokimia, analisis spektroskopi UV-Vis dan 
FTIR. 
 
 
 
 
 
Gambar 4.6 Struktur senyawa alkaloid
14
 
 
                                               
 14Sinly evan putra, “Alkaloid : Senyawa Terbanyak di Alam”, Situs Kimia Indonesia chem.-is-
try.org (2012): h. 1. http : // www. chemistry. org/artikel kimia /biokimia /alkaloid senyawa_organik\ 
Terbanyak_di_alam  (Diakses 09 februari 2014) 
NH
2 OH
HO
OH
O
O-H 
O-H Acid 
C=N 
C=O 
C-N 
CH2 Alkana 
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2. Uji Bioaktivitas Antibakteri Ekstrak dan Kristal n-Heksana Daun Pegagan 
Terhadap Mycobacterium Tuberculosis 
Kontrol antibakteri dibuat dari ekstrak dan kristal daun pegagan dengan menimbang 
masing-masing 0,1 g kemudian dilarutkan dengan menggunakan pelarut dimetil 
sulfoksida (DMSO) sampai volume menjadi 10 mL. Pelarut yang digunakan adalah 
dimetil sulfoksida (DMSO) karena pelarut ini mampu melarutkan senyawa organik 
maupun anorganik serta tidak mempunyai daya hambat terhadap bakteri sehingga tidak 
mempengaruhi aktivitas antibakteri daun pegagan. Selanjutnya dibuat menjadi beberapa 
variasi konsentrasi yaitu 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100 ppm. kemudian 
dibuat beberapa kontrol yaitu kontrol (-) yang berisi 100 𝜇L DMSO dan 900 𝜇L bakteri 
Mycobacterium tuberculosis yang bertujuan untuk mengetahui apakah pelarut DMSO 
ini memiliki daya hambat terhadap bakteri atau tidak. Kemudian kontrol (+) yang berisi 
obat rifampisin dengan konsentrasi 83 µg/mL + bakteri Mycobacterium tuberculosis 
tujuannya sebagai perbandingan terhadap kontrol antibakteri sehingga dapat diketahui 
daya hambat kontrol antibakteri diatas atau dibawah standar obat rifampisin. 
Rifampisin termasuk dalam kelompok senyawa kimia yang bernama gugus ansa. 
Senyawa kimia golongan ini memiliki semacam sistem cincin aromatik yang bernama 
naphtokuinone. Cincin tersebut terhubung dengan rantai karbon alifatik. Rifampisin 
menghambat pertumbuhan bakteri dengan menghambat sintesis protein, terutama pada 
tahap transkripsi. Rifampisin menghalangi pelekatan enzim RNA polimerase dengan 
berikatan dengan sisi aktif enzim tersebut. Rifampisin tidak melekat pada enzim RNA 
polimerase milik mamalia, oleh karena itu, antibiotik ini relatif tidak toksik terhadap 
mamalia.15 
                                               
15Ola Skold,Antibiotics and Antibiotic Resistance, h. 1-192. 
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Gambar 4.7. Struktur Rifampisin
16
 
Resistensi terhadap rifampisin dapat terjadi ketika mutasi spontan pada bakteri membuat 
enzim RNA polimerase bakteri tersebut kehilangan afinitas terhadap antibiotik tersebut. 
Selain itu, resistensi terhadap rifampisin dapat dipengaruhi oleh keberadaan enzim yang 
me-nonaktifkan rifampisin dengan memindahkan molekul ADP-ribosil ke salah satu 
gugus hidroksil pada rantai karbon alifatik dalam antibiotik rifampisin. Resistensi 
melalui enzim dapat tersebar melalui penyebaran horizontal lewat plasmid.17 
Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode Microscopic-
Observation Drug-Susceptibility Assay (MODS) dengan analisis secara kualitatif. 
Metode MODS merupakan metode biakan cair untuk bakteri mycobacterium 
tuberculosis dengan media Middlebrook 7H9 yang sekaligus dapat mendeteksi 
kepekaan obat TB secara mikroskopik. Uji kepekaan tersebut difasilitasi dengan 
Middlebrook 7H9 ditambah obat anti-TB. Metode MODS mempunyai sensitivitas yang 
lebih tinggi dibandingkan dengan metode biakan yang lain dan dapat mendeteksi lebih 
cepat pertumbuhan mycobacterium tuberculosis dengan biaya yang relatif lebih murah 
serta cara yang mudah, kemudian untuk mengamati pertumbuhan bakteri digunakan alat 
mikroskop flurosense. 
                                               
16Ola Skold,Antibiotics and Antibiotic Resistance, h. 1-192. 
17Ola Skold,Antibiotics and Antibiotic Resistance, h. 1-192. 
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Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada tabel 4.4 maka dapat diketahui 
bahwa ekstak daun pegagan dan kristal daun pegagan mampu mengambat pertumbuhan 
bakteri Mycobacterium tuberculosis. Bioaktivitas antibakteri ekstrak daun pegagan 
diperlihatkan pada konsentrasi 20 ppm positif ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah 
pertumbuhan bakteri banyak (+++) pada minggu pertama dan pada minggu kedua 
perumbuhan bakteri tidak mengalami penurunan (+++), pada konsentrasi 40 ppm positif 
ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah pertumbuhan bakteri sedang (++) pada minggu 
pertama dan pada minggu kedua pertumbuhan bakteri hampir tidak ada peningkatan 
(++), pada konsentrasi 60 ppm positif ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah 
pertumbuhan bakteri sedikit (+) pada minggu pertama dan pada minggu kedua 
pertumbuhan bakteri hampir tidak ada peningkatan (+). 
Pada konsentrasi 80 ppm dan 100 ppm ada sedikit pertumbuhan bakteri (-) baik pada 
minggu pertama maupun pada minggu kedua, pada kontrol (-) ada pertumbuhan bakteri 
dengan jumlah banyak pada minggu pertama dan pada minggu kedua pertumbuhan 
bakteri bertambah banyak, pada kontrol (+) ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah 
sedikit (+) pada minggu pertama dan pada minggu kedua pertumbuhan bakteri 
bertambah banyak (+++). Berdasarkan hasil tersebut dapat dikatakan bahwa ekstrak n-
heksana daun pegagan  mampu mengambat pertumbuhan bakteri mycobacterium 
tuberculosis jauh lebih baik dari pada obat rifampisin. Hal ini diperkuat dengan 
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Yusran yang mengatakan bahwa ekstrak 
kental dari daun pegagan mampu menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium 
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tuberculosis pada konsentrasi 80% dan 100%, bahkan daya hambatnya lebih baik 
dibandingkan obat rifampisin.
18
 
Hasil uji bioaktivitas antibakteri kristal daun pegagan yaitu pada konsentrasi 20 ppm 
positif ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah pertumbuhan bakteri sedang (++) pada 
minggu pertama dan pada minggu kedua perumbuhan bakteri meningkat menjadi 
banyak (+++), pada konsentrasi 40 ppm positif ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah 
pertumbuhan bakteri sedang (++) pada minggu pertama dan pada minggu kedua 
pertumbuhan bakteri hampir tidak ada peningkatan (++), pada konsentrasi 60 ppm 
positif tidak ada pertumbuhan bakteri (-) pada minggu pertama dan pada minggu kedua 
pertumbuhan bakteri hampir tidak ada peningkatan (-). Pada konsentrasi 80 ppm dan 
100 ppm tidak ada pertumbuhan bakteri (-), baik pada minggu pertama maupun pada 
minggu kedua, pada kontrol (-) ada pertumbuhan bakteri dengan jumlah banyak (+++) 
pada minggu pertama dan pada minggu kedua pertumbuhan bakteri bertambah semakin 
banyak (+++), pada kontrol (+) ada pertumbuhan bakteri pada minggu pertama dengan 
pertumbuhan bakteri sedang (++) dan pada minggu kedua pertumbuhan bakteri semakin 
bertambah banyak (+++). 
Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat dikatakan bahwa kristal murni daun pegagan 
lebih baik daripada rifampisin dalam mengambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium 
tuberculosis. Hal ini diperkuat dengan penelitian sebelumnya yang  mengatakan bahwa 
senyawa alkaloid memiliki aktivitas sebagai antibakteri serta dijelaskan dalam buku 
tentang pengobatan herbal bahwa daun pegagan mampu mengobati penyakit 
tuberkulosis. 
                                               
 18Yusran, “Bioaktivitas Ekstrak Metanol Daun Pegagan (Centella asiatica L. Urb) Terhadap 
pertumbuhan Bakteri Mycobacterium tuberculosis”, Skripsi (Makassar:UIN Alauddin Makassar, 2015), h. 
33. 
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Mahasuci Allah swt. yang telah menciptakan segala sesuatu secara berpasang-pasangan, 
menciptakan penyakit sekaligus dengan obatnya sebagaimana rasulullah saw 
bersabda”sesungguhnya Allah swt. tidaklah menurunkan sebuah penyakit melainkan 
menurunkan pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang yang bisa mengetahuinya dan 
tidak diketahui oleh orang yang tidak bisa mengetahuinya”. Jadi sebagai seorang 
manusia khususnya sebagai seorang mahasiswa sains kimia harus pandai-pandai 
berfikir, bersikap dan bertindak untuk selalu mencari dan menemukan sesuatu yang 
bermanfaat bagi umat manusia karena Allah swt. menciptakan segala sesuatu tidaklah 
yang sia-sia, semua mempunyai manfaat ketika diolah sebagaimana mestinya. 
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan 
bahwa : 
1. Senyawa bioaktif yang terdapat pada ekstrak n-heksana daun pegagan yang 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis adalah 
senyawa golongan alkaloid. 
2. Senyawa bioaktif dari daun pegagan mampu menghambat pertumbuhan bakteri 
Mycobacterium tuberculosis secara optimal pada konsentrasi 60 ppm, 80 ppm 
dan 100 ppm yang ditandai dengan tidak adanya pertumbuhan bakteri (-). 
 
B. Saran 
 Saran dari penelitian ini yaitu perlunya dilakukan penelitian lebih lanjut dengan 
Spektrometri NMR untuk memastikan struktur molekul dari isolat aktif. 
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Lampiran 1.  
PROSEDUR KERJA 
 
 
 
 
      
        -Dibersihkan dan dikeringkan tanpa sinar matahari 
     -Maserasi dengan metanol selama 24 jam (sebanyak    
3x) 
        -Saring dengan kain blacu 
 
 
 
 -Evaporasi  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 -Partisi dengan n-Heksana 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                             -Evaporasi 
           -Uji Fitokimia  
           -Uji antibakteri 
           -Uji KLT 
           - Fraksinasi awal KKCV dengan eluen 100% n-heksan, etil asetat:n-heksan 
(1:9,2:8,3:7,4:6,5:5,6:4,7:3,8:2,9:1), 100% etil asetat dan 100% metanol 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
1,345 Kg Sampel Daun 
Pegagan (Centella 
asiatica Urb) 
Ekstrak Metanol 
(Filtrat) 
Pelarut Ekstrak Pekat 
MeOH 
Residu 
Fraksi n-Heksana Lapisan MeOH 
21 Fraksi 
64 
 
 
 
 
 Uji KLT 
 Penggabungan fraksi 
 
 
 
 
 
 Uji KLT  
 Uji antibakteri 
 Uji fitokimia 
 
 
 Kromatografi kolom gravitasi dengan eluen 
100% n-heksana, etil asetat:n-heksan 1:9  (5x) 
dan etil asetat 100% 
 
 Uji KLT gabungan 
 
 
 
 
 Rekristalisasi 
 Uji KLT 3 sistem eluen 
           
    
     
 Uji Fitokimia 
 Uji antibakteri 
 Identifikasi dengan FTIR  
  
Fraksi D 
Fraksi 9 
 
Fraksi B 
Fraksi 6-7 
 
Fraksi E 
Fraksi 10 
 
Fraksi A 
Fraksi 1-5 
Fraksi C 
Fraksi 8 
 
Fraksi E (Fraksi 10)  
21 Fraksi 
Kristal murni 
(2,034 gram) 
Senyawa 
Bioaktif 
Fraksi F 
Fraksi 11-12 
Fraksi L 
Fraksi 18-21 
Fraksi G 
Fraksi 13 
Fraksi H 
Fraksi 14 
Fraksi  I 
Fraksi 15 
Fraksi K 
Fraksi 17 
Fraksi  J 
Fraksi 16 
30 Fraksi 
E1 
Fraksi 1-2 
E2 
Fraksi 3-4 
E4 
Fraksi 6-7 
 
E5 
Fraksi 8-11 
E6 
Fraksi 12-14 
E3 
Fraksi 5 
E9 
Fraksi 19-30 
E8 
Fraksi 16-18 
E7 
Fraksi 15 
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Hasil : Kristal berupa padatan putih kekuningan berbentuk amorf, bereaksi positif 
dengan pereaksi Dragendorff menghasilkan warna jingga, pereaksi Wagner 
menghasilkan warna coklat dan pereaksi Mayer menghasilkan warna kuning muda. Uji 
KLT tiga eluen memberikan harga Rf masing-masing menghasilkan Rf 0,14  dengan 
eluen n-heksana:kloroform (8:2), Rf 0,6 dengan eluen etil asetat:metanol (2:8) dan Rf 
0,94 dengan eluen aseton:n-heksana (1:1). 
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Lampiran 2.  
DOKUMENTASI PENELITIAN 
ISOLASI & IDENTIFIKASI SENYAWA BIOAKTIF EKSTRAK N-HEKSANA 
DAUN  PEGAGAN (Centella asiatica L. Urb) 
 
1. Preparasi Sampel 
 
 
        
 
          Daun pegagan    
2. Ekstraksi 
 
 
 
 
 
 
Maserasi daun pegagan         Maserat metanol daun pegagan     Partisi dengan n-heksana 
Dengan pelarut metanol 
 
 
 
 
    
   Ekstrak kental n-heksana     Proses evaporasi daun    
          pegagan            
    daun pegagan 
 
Proses pengeringan Sampel daun pegagan kering
e 
 Proses pengeringan 
 Proses pengeringan 
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3. Fraksinasi 
a. Kromatografi Kolom Cair Vakum (KKCV) 
 
 
 
 
 
 
      Kromatografi kolom   21 fraksi hasil kkcv                    fraksi 10  
       cair vakum (kkcv)                    yang dilanjutkan 
 
b. Kromatogrami Kolom Gravitasi 
 
 
 
 
 
 
 Proses packing silika tipe 7734                Proses elusi 
    ke dalam kolom gravitasi 
 
 
 
 
 
      Fraksi 3 dan 4 yang terdapat kristal               30 fraksi hasil KKG 
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4. Identifikasi 
 
 
 
 
                     
    Kristal daun pegagan                 Hasil uji 3 sistem eluen kristal 
 
Uji Fitokimia Kristal 
 
 
 
     Dragendorff         Wagner               Mayer          H2SO4 pekat   NaOH 10% 
 
 
 
           Lieberman-Burchard     FeCl3 5% 
 
Identifikasi Spektroskopi FTIR dan UV 
 
 
 
 
 
 
 
          FTIR Shimadzu 
69 
 
Hasil FTIR Kristal n-Heksana Daun Pegagan 
 
 
 
 
 
 
 
Hasil UV Kristal n-Heksana Daun Pegagan 
5. Uji Bioaktivitas Antibakteri 
 
 
 
 
     Pembuatan Media Middlebrook                  Penanaman Bakteri TBC Pada Sampel 
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   Proses Inkubasi Selama 2 Minggu            Pengamatan Pertumbuhan Bakteri Di Bawah 
              Mikroskop Flouresense 
  
71 
 
Lampiran 3. Pembuatan Reagen dan Larutan  
A. Reagen Dragendorff 
Bahan : 
Larutan I     : 0,6 gr Bi(NH3)3.5H2O dalam 2 mL HCl pekat dan 10 mL H2O. 
Larutan II   : 6 gr KI dalam 10 mL H2O. 
Cara Pembuatan : 
Larutan I dibuat dengan 0,6 gr Bi(NH3)3.5H2O yang dilarutkan ke dalam 2 mL HCl 
pekat dan 10 mL aquades. Larutan II dibuat dengan melarutkan 6 gr KI ke dalam 10 
mL akuades. Kedua larutan tersebut dicampur dengan 7 mL HCl pekat dan 15 mL 
H2O. 
B. Reagen Mayer 
Bahan : 
Larutan I    : HgCl2 1,358 gr dalam 60 mL akuades 
Larutan II  : KI 5 gr dalam 10 mL akuades 
Cara Pembuatan : 
Larutan I dibuat dengan HgCl2 1,358 gr yang dilarutkan dengan 60 mL akuades dan 
larutan II dibuat dengan KI 5 gr yang dilarutkan dengan 10 mL akuades. Larutan I 
dituangkan ke dalam larutan II lalu diencerkan dengan akuades hingga tanda batas 
ke dalam labu ukur 100 mL. 
C. Reagen Liebeman-Burchard 
Bahan : 
Asam sulfat pekat 5 mL 
Anhidrida asetat 5 mL 
Cara Pembuatan : 
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Asam sulfat pekat 5 mL dan anhidrida asetat 5 mL dicampur ke dalam etanol 
absolute 50 mL, kemudian didinginkan di dalam lemari pendingin. Penggunaan 
reagen ini digunakan langsung setelah pembuatan. 
D. Pembuatan HCl 2 % 
Bahan: 
Asam klorida pekat 37% (p) 
Akuades 
Cara Pembuatan : 
Dipipet larutan HCl 37% sebanyak 0,5 mL kemudian dimasukkan ke dalam labu 
ukur 10 mL yang berisi 5 mL akuades. Selanjutnya dihimpitkan hingga tanda batas 
lalu dihomogenkan. 
E. Pembuatan NH3 10% 
Bahan : 
Larutan NH3 50% 
Akuades 
Cara Pembuatan : 
Diambil larutan NH3 50% sebanyak 2 mL, kemudian dimasukkan ke dalam labu 
ukur 10 mL yang berisi 5 mL aquades. Dihimpitkan hingga tanda batas dan 
dihomogenkan. 
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Lampiran 4. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak dan kristal n-Heksana Daun 
Pegagan (CentellaAsiaticaL. Urban) (B/V) 
 
1. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak n-Heksana Daun Pegagan (Centella 
asiatica L. Urban) (%B/V) 
a. Larutan Induk 1000ppm (b/v) 
0,1 g/10 mL = 0,01 g/mL = 1000 𝜇g/mL 
0,1 g diencerkan dalam 10 mL dengan pelarut dimetilsulfoksida (DMSO) sehingga 
diperoleh konsentrasi 1000ppm ekstrak daun pegagan. 
b. Konsentrasi 20ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 20ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,2 mL 
Memipet 0,2 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL. 
c. Konsentrasi 40ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 40ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,4 mL 
Memipet 0,4 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL. 
d. Konsentrasi 60ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 60ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,6 mL 
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Memipet 0,6 mL larutanin duk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL 
e. Konsentrasi 80ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 80ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,8 mL 
Memipet 0,8 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL 
f. Konsentrasi 100ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 100ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 1,0 mL 
Memipet 1,0 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL 
2. Pembuatan Konsentrasi Kristal Daun Pegagan (Centella asiatica L. Urb) 
(B/V) 
a. Larutan Induk 1000ppm (b/v) 
0,1 g/10 mL = 0,01 g/mL = 1000 𝜇g/mL 
0,1 g diencerkan dalam 10 mL dengan pelarut dimetilsulfoksida (DMSO) sehingga 
diperoleh konsentrasi 1000ppm kristal daun pegagan. 
b. Konsentrasi 20ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 20ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,2 mL 
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Memipet 0,2 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL. 
c. Konsentrasi 40ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 40ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,4 mL 
Memipet 0,4 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL. 
d. Konsentrasi 60ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 60ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,6 mL 
Memipet 0,6 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL 
e. Konsentrasi 80ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 80ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 0,8 mL 
Memipet 0,8 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL 
f. Konsentrasi 100ppm (b/v) 
M1xV1 = M2xV2 
V1 = 100ppm x 10 mL 1000ppm⁄  
V1 = 1,0 mL 
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Memipet 1,0 mL larutan induk 1000ppm kemudian ditambahkan pelarut DMSO 
sampai volume menjadi 10 mL. 
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Lampiran 5.  
Hasil Pengamatan Bioaktivitas Ekstrak dan Kristal n-Heksana Daun Pegagan 
(Centella asiatica L. Urb) terhadap Bakteri Mycobacterium tuberculosis 
1. Hasil pengamatan bioaktivitas Ekstrak n-heksana daun pegagan 
 Kontrol (-) (DMSO + bakteri Mycobacterium tuberculosis) 
 
 
 
 
 
 
              Minggu I                    Minggu II 
 
 Kontrol (+) (Obat Rifampisin + bakteri Mycobacterium tuberculosis) 
 
 
 
 
 
 
  Minggu I      Minggu II 
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 Kontrol Antibakteri 
Konsentrasi 20 ppm 
 
 
 
 
 
   Minggu I    Minggu II 
Konsentrasi 40 ppm 
 
 
 
 
 
   Minggu I     Minggu II 
 
Konsentasi 60 ppm 
 
 
 
 
 
      Minggu I    Minggu II 
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Konsentrasi 80 ppm 
 
 
 
 
 
         Minggu I        Minggu II 
Konsentrasi 100 ppm 
 
 
 
 
 
 
   Minggu I     Minggu II 
 
2. Hasil pengamatan bioaktivitas Kristal daun pegagan 
 Kontrol (-) (DMSO + bakteri Mycobacterium tuberculosis) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Minggu I      Minggu II 
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 Kontrol (+) (Obat Rifampisin + bakteri Mycobacterium tuberculosis) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                Minggu I       Minggu II 
 
 Kontrol Antibakteri 
Konsentrasi 20 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Minggu I    Minggu II 
Konsentrasi 40 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Minggu I    Minggu II 
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Konsentrasi 60 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Minggu I         Minggu II 
 
 
Konsentrasi 80 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Minggu I          Minggu II 
Konsentrasi 100 ppm 
 
 
 
 
        Minggu I         Minggu II 
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Lampiran 6.  
Hasil Uji Fitokimia Ekstrak N-Heksana Daun Pegagan (Centella asiatica L. Urb) 
1. Uji KLT Ekstrak N-Heksana 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Uji KLT Hasil KKCV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Uji KLT Fraksi Gabungan Kromatografi kolom gravitasi 
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4. Uji KLT Kristal 
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Lampiran 7.  
Tabel Hasil Penelitian Uji Fitokimia Ekstrak N-Heksana Daun Pegagan (Centella 
asiatica L. Urb) 
1. Hasil  Uji Fitokimia Ekstrak N-Heksana Daun Pegagan (Centella asiatica L. 
Urb) 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Hasil Pengamatan Fraksinasi KKCV 
 
Fraksi Eluen Jumlah Karateristik Fraksi 
1 n-heksan 100% 4x Larutan bening 
2 Etil asetat : n-heksan  0,5: 9,5 4x Larutan kuning 
3 Etil asetat : n-heksan  1: 9 3x Larutan kuning muda 
4 Etil asetat : n-heksan  2: 8 1x Larutan kuning kehijauan 
5 Etil asetat : n-heksan  3: 7 1x Larutan hijau tua 
8 Etil asetat : n-heksan  4: 6 1x Larutan hijau tua 
9 Etil asetat : n-heksan  5: 5 1x Larutan hijau  
10 Etil asetat : n-heksan  6: 4 1x Larutan hijau  
11 Etil asetat : n-heksan  7: 3 1x Larutan coklat 
12 Etil asetat : n-heksan  8: 2 1x Larutan hijau 
13 Etil asetat : n-heksan  9: 1 1x Larutan hijau terang 
14 Etil asetat 100% 1x Larutan kuning 
15 Metanol 100% 1x Larutan coklat tua 
 
  
 
 
 
No. Pereaksi Hasil Keterangan 
1. 
Wagner Terbentuk warna coklat (+) Alkaloid 
Mayer Endapan kekuningan (+) Alkaloid 
Dragendorff 
Terbentuk endapan 
jingga 
(+) Alkaloid 
2. 
H2SO4 (p) Hitam (-) Flavonoid 
NaOH 10% 
Terbentuk warna kuning 
tua  
(+) Flavonoid 
FeCl3 Terbentuk warna kuning (-) Tanin 
3. Lieberman-Buchard Terbentuk warna hijau (+) Steroid 
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3. Hasil Fraksinasi Kromatografi Kolom Flash 
 
No. Eluen Fraksi Karateristik Fraksi 
1. n-heksan 100% 1-4 Larutan bening 
2. Etil asetat : n-heksan  1:9 5-20 Larutan bening-hijau 
3. Etil asetat : n-heksan  2: 8 21-23 Larutan hijau 
4. Etil asetat : n-heksan  3: 7 24-27 Larutan hijau 
5. Metanol 100% 28-30 Larutan hijau 
 
4. Hasil Uji Fitokimia Kristal N-Heksana Daun Pegagan (Centella asiatica L. 
Urb) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
No. Pereaksi Hasil 
Keterangan 
1. Dragendorff Larutan jingga 
(+) Alkaloid 
2. Mayer Larutan kuning  
(+) Alkaloid 
3. Wagner larutan coklat 
(+) Alkaloid 
4. H2SO4 (p) 
Larutan kuning 
tua 
(-) Flavonoid 
5. NaOH 10% Larutan bening 
(-) Flavonoid 
6. FeCl3 Larutan kuning 
(-) Flavonoid 
7. 
Lieberman-
Buchard 
Larutan bening (-) Steroid 
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